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OZET

ARGINAZ ENZIMININ IMMOBILIiZASYONU VE UYGULAMALARINA
YONELIK NANOFiBER MEMBRAN PLATFORMLARININ
HAZIRLANMASI

Ceyhun ISIK

Doktora Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danigsman: Prof. Dr. Mustafa TEKE
Aralik 2019, 238 sayfa

Elektroegirme yontemi, elektrostatik kuvvetler kullanilarak nanometre ile mikrometre
arasinda degisen ¢aplarda polimer fiberlerin tiretimi igin en etkin, kolay uygulanabilen,
ekonomik, hizli ve ¢ok yonlii bir fiber iiretim teknigidir. Bu yontem homojen ¢ap,
yiiksek yiizey/hacim oranina sahip, ayarlanabilir gozeneklilik ve tercih edilen
Ozelliklere ulagsmak i¢in nanofiber boyutunu ve morfolojisini kontrol etme kabiliyeti
gibi sayisiz avantajlar sunmaktadir. Bu avantajlarindan dolay1 elektroegirme yontemi
ile iiretilmis nanofiberler 6zellikle enzim immobilizasyonu uygulamalarinda yiiksek
kullanim potansiyeline sahiptirler.

Son yillarda biyoteknoloji alanindaki gelismeler sayesinde enzim immobilizasyonu
basta gida, eczacilik, deterjan ve tekstil olmak iizere pek ¢ok endiistriyel alanda genis
uygulama alanina sahiptir. Immobilize enzimler tekrar tekrar kullanimlari, enzimin
reaksiyon ortamindan kolayca uzaklagsmasi, sicaklik ve pH gibi dis etkenlere karsi
dayanikli olmalar1 ve enzimatik reaksiyonu herhangi bir zamanda baglatmak, devam
ettirmek ve istenildigi anda durdurmak gibi 6zellikleri ile serbest enzimlere gore pek
cok avantaj sunarlar.

Bu doktora tez ¢alismasi kapsaminda yapilan ¢aligmalar {ic asamadan olugmaktadir.
Birinci asamada elektroegirme yontemi ile seliiloz asetat (CA)/poli vinil prolidon
(PVP), CA/PVP/Mn*2, poli vinil alkol (PVA)/kitosan (CH), PVA/CH/Mn*?, poli
kaprulakton (PCL)/CH, PCL/CH/Mn*?, PVA/B-siklo dekstirin (B-CD) ve PVA/p-

CD/Mn*? olmak iizere sekiz farkli nanofiber membran platformun sentezi, sentez
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parametrelerinin  optimizasyonu ve hazirlanan nanofiberlerin karakterizasyon
calismalar1 yapilmistir. Bu kisimda her bir nanofiber membran igin sentez
optimizasyonu sirasinda, % polimer derisimleri, % Mn*? derisimi, uygulanan voltaj,
igne-toplayici arasi uzaklik ve polimer ¢ozeltisinin enjeksiyon hizi parametreleri
belirlendi. Karakterizasyon calismalar1 kapsaminda ise SEM, FTIR, TGA ve XRD
analizleri yapildi. Ikinci asamada optimum kosullarda sentezlenen ve en uygun
nanofiber olusumu gozlenen sekiz nanofiber membranada arginaz enziminin
immobilizasyonu gerceklestirildi. Arginaz immobilizasyonunun optimizasyonu igin
arginaz miktari, tastyict miktari, adsorpsiyon siiresi ve glutaraldehit miktari gibi temel
parametreler arastirildi. Optimum kosullarda hazirlanan arginaz immobilize
nanofiberlerin karakterizasyon caligmalarinda ise optimum sicaklik, optimum pH, pH
kararliligi, termal kararhilik, kinetik parametreler ve tekrar kullanilabilirlik
parametreleri arastirild1. Ugiincii asamada ise aktivite ve kararlilik agisindan en uygun
olan arginaz immobilize PVA/B-CD/Mn*? nanofiber membranlar ile hazirlanan geri
dongiilii kolon sistemiyle protein biyosentezinde rol alan, poliaminlerin biyosentezi
i¢in Onciil olan L-ornitin olusturma performansi incelendi.

Elektroegirme yontemi ile sentezlenen sekiz farkli nanofiber membran aktivite ve
kararlilik agisindan degerlendirildiginde en iyi sonuglar1 arginaz immobilize PVA/B-
CD/Mn*2 nanofiber membranlar gdstermistir. Serbest arginaz enzimi i¢in optimum
sicaklik 35°C iken arginaz immobilize PV A/B-CD/Mn*2 nanofiber membranlar igin bu
deger 45-55°C araligindadir. Serbest arginaz enzimi i¢in optimum pH degeri 10 iken
bu deger arginaz immobilize PVA/B-CD/Mn*? nanofiber membranlar igin azalarak 8
olarak bulunmustur. pH kararlilik ve termal kararlilik agisindan arginaz immobilize
PVA/B-CD/Mn*? nanofiber membranlar serbest enzime gére cok daha genis
araliklarda daha yiiksek aktivite gostermistir. Ayrica yapilan tekrar kullanilabilirlik
deneylerinde 20 kullanim sonucunda arginaz immobilize PVA/B-CD/Mn*2 nanofiber

membranlarin aktivitelerinin %50 nin altina diistiigli bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Elektroegirme, Nanofiber, Arginaz, Immobilizasyon, L-ornitin



ABSTRACT

PREPARATION OF NANOFIBER MEMBRANE PLATFORMS FOR
IMMOBILIZATION AND APPLICATIONS OF ARGINASE ENZYME

Ceyhun ISIK

Doctor of Philosophy (Ph.D.)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa TEKE
December 2019, 238 pages

Electrospinning is the most efficient, easy to apply, economical, fast and versatile fiber
production technique for the production of polymer fibers with diameters ranging from
nanometers to micrometers using electrostatic forces. This method offers numerous
advantages such as homogeneous diameter, high surface/volume ratio, adjustable
porosity and the ability to control nanofiber size and morphology to achieve preferred
properties. Due to these advantages, nanofibers produced by electrospinning method
have high potential for use especially in enzyme immobilization applications.

Thanks to advances in biotechnology in recent years, enzyme immobilization has a
wide range of applications in many industrial fields, particularly in food,
pharmaceutical, detergent and textile industries. Immobilized enzymes offer many
advantages over free enzymes because of their repeated use, easy removal of the
enzyme from the reaction medium, resistance to external factors such as temperature
and pH, and initiating, continuing and stopping the enzymatic reaction at any time.
This doctoral thesis which is presented consists of three parts. The first part is the
synthesis of CA/PVP, CA/PVP/Mn*?, PVA/CH, PVA/CH/Mn*?, PCL/CH,
PCL/CH/Mn*2, PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*? nanofiber structures by
electrospinning method, optimization of synthesis parameters and characterization of

prepared nanofibres.

In this part, polymer concentrations %, Mn?* concentration %, applied voltage, needle-
collector distance and polymer injection rate were determined during the synthesis

optimization for each nanofibers. For the characterization of the nanofibers, SEM,
Vi



FTIR, TGA and XRD analyzes were performed. In the second part, arginase
immobilization was carried out eight nanofibers membranes which were synthesized
under optimum conditions and optimal nanofiber formation was observed. For the
optimization of arginase immobilization, the amount of arginase, the amount of
nanofibers, the adsorption time and the amount of glutaraldehyde were investigated as
basic parameters. The optimum temperature, optimum pH, pH stability, thermal
stability, kinetic parameters and reusability parameters were investigated in the
characterization of arginase immobilized nanofibers prepared under optimum
conditions. In the third part, L-ornithine formation performance, which is the precursor
for the biosynthesis of polyamines and involved in protein biosynthesis, was
investigated with the recycled column system of arginase immobilized PVA/pB-

CD/Mn?* nanofibers, which is suitable for activity and stability.

Among the eight different nanofiber membranes synthesized by electrospinning,
arginase immobilized PVA/B-CD/Mn?* nanofiber membranes showed the best results
when evaluated in terms of activity and stability. The optimum temperature for the free
arginase enzyme was 35°C, while for arginase immobilized PVA/B-CD/Mn?*
nanofiber membranes, this value was in the range of 45 to 55°C. The optimum pH
value for free arginase enzyme was 10 while this value was found to be 8 for arginase
immobilized PVA/B-CD/Mn?* nanofiber membranes. In terms of pH stability and
thermal stability, arginase immobilized PVA/B-CD/Mn?* nanofiber membranes
showed higher activity in a much wider range than the free enzyme. In addition, in the
reusability experiments, it was found that the activity of arginase immobilized PVA/j-

CD/Mn?%* nanofiber membranes decreased below 50% after 20 reuse.

Keywords: Electrospinning, Nanofiber, Arginase, Immobilization, L-ornithine
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1. GIRIS

1.1. Amac¢ ve Kapsam

Cap1 1 pm’ye esit veya daha kiigiik bir capa sahip lifsi ya da ipliksi fiberler nanofiber
veya nanolif olarak tanimlanmaktadir. Nanofiberler sahip olduklar1 essiz 6zellikleri
nedeniyle pek ¢ok alanda farkli amaclarla kullanilmaktadirlar. Bu essiz 6zelliklerinden
dolay1, nanofiberler hem bilim insanlar1 icin hem de modern endiistri i¢in en ¢ok
calisilan ve ilgi ¢ceken materyallerden biri olmustur. Giiniimiizde pek ¢ok cesitli
yontem kullanilarak nanofiber tiretimi gergeklestirilmistir. Bu yontemlerden biri olan
elektroegirme yontemi, elektrostatik kuvvetler yardimiyla nanometre ile mikrometre
arasinda degisen ¢aplarda polimer fiberlerin tiretimi igin en etkin, kolay uygulanabilen,
ekonomik, hizli ve ¢ok yonlii olmasi dolayisiyla diger liretim yontemlerinin oniine
geemektedir. Bu yoOntem homojen c¢ap, yiiksek yiizey/hacim oranina sahip,
ayarlanabilir gozeneklilik ve tercih edilen 6zelliklere ulasmak i¢in nanofiber boyutunu
ve morfolojisini kontrol etme kabiliyeti gibi sayisiz avantajlar sunmaktadir. Bu
avantajlarindan dolay1 elektroegirme yontemi ile iiretilmis nanofiberler ilag salinima,
doku miihendisligi, enerji depolama ve doniisiimi, Savunma sanayi ve enzim
immobilizasyonu olmak iizere bir¢ok alanda kullanilmaktadir.

Enzim immobilizasyonu, ¢ozeltide serbest halde hareket edebilen ve suda ¢6ziinen
enzim molekiillerinin, suda ¢6ziinmeyen kati1 bir tasiyiciya baglanarak tasiyici
tizerinde hareketlerinin kisitlanmasi olarak tanimlanabilir. Enzim
immobilizasyonunun amaci, uzun Omiirlii ve 1limli operasyonel kosullar altinda
caligabilen saglam bir biyokatalizor gelistirmektir. Immobilize enzimler sayesinde
reaksiyonlar istenilen anda baslatilabilir ve durdurulabilir. Reaksiyon sonucunda
ortamdan kolaylikla uzaklastirilarak tiriinlerin kirlenmesi 6nlenebilir. Tekrar tekrar
kullinabilirler. Immobilizasyon sonras1 sicaklik ve pH gibi cevresel kosullara
dayaniklilik kazanirlar. Serbest enzimlere gore daha kararlhidirlar ve genellikle daha
yiiksek aktivite gostermektedirler. Bu avantajlarindan dolayi, son zamanlarda

immobilize enzimlerin endiistride kullanimlar1 giderek artmastir.



L-ornitin {ire sikliisiinde bir ara metabolit olarak islev goren protein yapisinda olmayan
bir amino asittir. Karaciger hastaliklarinin tedavisinde, kalp fonksiyonlarinin
gliclendirilmesinde, kilo kaybetmede ve bagisiklig1 arttirict olarak kullanildigi i¢in
metabolizmada 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu ¢ok yonlii avantajlara dayanarak, L-
ornitin ozellikle saglik ve ila¢ endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
nedenle, L-ornitin tiretimi son yillarda aragtirmacilarin dikkatini ¢ekmistir. L-Ornitinin
endiistriyel liretimi i¢in kimyasal sentez, fermantasyon ve enzimatik sentez (arginaz
yontemi) olmak iizere 3 temel yontem vardir. Kimyasal sentez ve fermantasyon
yontemleri bir¢ok dezavantaja sahip olduklar igin tercih edilmemektedirler. Arginaz
kullanilan yontem, kimyasal sentez ve fermantatif iiretime kiyasla, segilen
reaksiyonlar i¢in spesifikligi, basit cihazlar ve prosediirleri kullanmasi ve suda
¢Oziiniirliigl diisiik olan substratlar1 ¢oziindiirmek i¢in kullanilan yardimci ¢éziiciilere
toleransi sayesinde avantajlidir.

Bu tez kapsaminda elektroegirme yoOntemiyle iiretilen nanofiberler ve enzim
immobilizasyonu ¢aligsmalari bir araya getirildi ve hem kullanim agisindan hem de
performans agisindan ¢ok bilylik avantaj saglanmasi hedeflendi. Sunulan tez
caligmasinin Oncelikli amaci, immobilize arginaz enzimleriyle olusturulmus yeni
nanofiber membranlarla saglik ve ilag endiistrisinde yaygin olarak kullanilan protein
yapisinda olmayan bir amino asit olan L-ornitini yiiksek kaliteli iretmek i¢in verimli,
kolay, alternatif, ekonomik ve tekrarlanabilir bir yontem gelistirmektir.

Bu amaca ulasabilmek i¢in Oncelikle elektroegirme yontemi ile CA/PVP,
CA/PVP/Mn*2, PVA/CH, PVA/CH/Mn*2, PCL/CH, PCL/CH/Mn*2, PVA/B-CD ve
PVA/B-CD/Mn*2 olmak iizere sekiz farkli nanofiber membran platformun sentezi
gerceklestirildi. Daha sonra optimum kosullarda sentezlenen ve en uygun nanofiber
olusumu gozlenen sekiz nanofiber membrana da arginaz enziminin immobilizasyonu
gerceklestirildi. Bu kisimda yapilan c¢alismalarda immobilizasyon kosullarinin
optimizasyonu ve karakterizasyonu yapildi. Son kisimda ise aktivite ve kararlilik
acisindan en uygun olan arginaz immobilize PVA/B-CD/Mn*2 nanofiber membranlar
ile hazirlanan geri dongiilii kolon sistemiyle protein biyosentezinde rol alan,

poliaminlerin biyosentezi i¢in 6nciil olan L-0rnitin olusturma performansi arastirildi.



1.2. Genel Bilgiler ve Kaynak Ozetleri

1.2.1. Biyoteknoloji

“Biyoteknoloji” terimi ilk kez 1919 yilinda Macar miihendis Karl Erkey tarafindan
kullanilmigtir. O zamanlar, biyoteknoloji, biyolojik kokenli hammaddelerden yeni
tirtinlerin tiretilmesi igin canli organizmalarin kullanimini kapsamaktaydi. Bu nedenle
biyoteknoloji kelimesi Yunanca ‘bios’, ‘techno’ ve ‘logos’ kelimelerinden tiiremistir.
‘bios’ yagam anlamina gelirken, ‘techno’ ve ‘logos’ kelimeleri ise sirastyla teknik ve
calisma anlamina gelmektedir.. O zamandan beri biyoteknolojinin tanimi birgok kez
yeniden gelistirilmistir (Kennedy, 1992). Ancak en ¢ok kabul goren biyoteknoloji
tammi1  1981°de Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiiti (OECD) tarafindan
yapilmistir. Bu tanima gore, biyoteknoloji bilimsel ve miihendislik uygulamalari
kullanarak biyolojik ajanlar ile malzemelerin islenmesi olarak tanimlamistir (Bull vd.,

1982).

20. yiizyilin  biliylik bir boliimiinde, “biyoteknoloji” terimi, iirlinlerin
fermentasyonundan bitkilerin secgici 1slahina kadar uzanan teknolojilere atifta
bulunmak i¢in yaygin olarak kullanilmistir. Son yillarda ise bilimde meydana gelen
ilerlemeler dolayisiyla modern “biyoteknoloji” terimi ortaya ¢ikmistir ve genetik
modifikasyon ve molekiiler biyoloji yontemlerinin hedeflenmis kullanimi ile
neredeyse esanlamli hale gelmistir. Modern biyoteknolojideki “modern”, mevcut
genetik mithendisligi ve hiicre fiizyonu uygulamalari ile fermentasyon ve segici tireme
gibi eski geleneksel biyoteknoloji yontemlerinden farklidir. Avrupa Biyoteknoloji
Federasyonu modern biyoteknoloji i¢in bir tanim gelistirmistir. Bu tanima gore
modern biyoteknoloji “miihendislik, biyokimya ve mikrobiyoloji bilimlerinin bir araya
getirilerek kiiltiire edilmis doku hiicreleri ve mikroorganizmalarin 6zelliklerinin
teknolojiye (endiistriye) uygulanmasi” olarak tanimlamistir (Bull vd., 1982). 2003
yilinda OECD daha 6nce yapmis oldugu biyoteknoloji tanimini giincelleyerek modern
biyoteknolojiyi, “problemleri ¢cozmek veya iiriin yapmak i¢in hiicresel ve molekiiler
islemlerin kullanilmas1” olarak tanimlamistir. Amerika Birlesik Devletleri’ndeki
Teknoloji Degerlendirme Biirosu ise modern biyoteknolojiyi ‘“rekombinant
deoksiriboniikleik asidin (rDNA) ve canli organizmalarin yeni biyolojik isleme

teknikleri yardimiyla endiistriyel amagl kullanimi” olarak tanimlamistir.



Biyoteknoloji bu nedenlerden dolay1 yasam bilimlerinde ¢esitli siireclere ve iirtinlere
yol acan multidisipliner bir alan olarak ifade edilebilir. Biyoteknoloji, yeni ilaglarin,
gelismis mahsul bitkilerinin ve hayvanlarin gelistirilmesinin yani sira giinliik tiriinlerin

daha verimli iiretilmesi gibi pek ¢ok alanda uygulanmaktadir (Chaudhuri, 2013).

1.2.2. Biyoteknolojinin tarihi

Yiizyillar 6nce baslayan ve halen devam etmekte olan siirecin bir pargasi olarak kabul
edilen biyoteknoloji i¢in tarihsel agidan; eski biyoteknoloji, klasik biyoteknoloji ve

modern biyoteknoloji olmak iizere {i¢ ana asama tanimlanmistir (Verma vd., 2011).

Biyoteknolojinin kokleri, M.O. 5000 ile 10.000 yillar1 arasindaki tarih oncesi
uygarliklara kadar uzanir. Misir ve indus Vadisi Medeniyetleri daha iyi tat, yiiksek
verim ve hastalik direnci yiiksek bitki yetistirmeye ve hayvanlarin evcillestirilmesine
baslamistir (Diamond, 2002). Bu bitkileri iiretmek igin, ¢esitli eseyli ve vejetatif tireme
yontemleri kullanilmistir (Buchholz ve Collins, 2013). Hastaliklarin ve yaralarin
tedavisinde bitkilerin kullanilmasi, sarap, peynir, ekmek ve bira iiretiminde
mikroorganizmalarin kullanilmasini da igine alan bu donem eski biyoteknoloji olarak
tanimlanmaktadir. O dénemde yasayan toplumlar, bilimsel temeller yerine deneme
yanilma yOntemleri ile geleneksel biyoteknolojinin gelisimine katki da bulundular.

Faaliyetlerine tipik doga gozlemlerinden ziyade kesifler yon vermistir.

Klasik biyoteknoloji, biyoteknoloji tarihinde ikinci asamadir ve 19. yiizyilin ortalar
ile 1970’lerin arasindaki fermantasyon teknolojisinin gelisimi ile birlikte hizla
geligsmistir. Bu donemde fermentasyon, enzimler, antibiyotikler, sirke, sitrik asit,
amino asitler ve vitaminler gibi ¢esitli organik asitlerin endiistriyel {iretimine yonelik
calismalar agirlik kazanmistir (Nair, 2008; Smith, 2012). 19. ylizyilin sonunda,
Mendel’in kalitimin temel prensipleri lizerine ¢alismalar1 genetik biliminin ortaya
¢ikmasina ve kontrollii bitki 1slah1 deneylerinin baslangicina yol agmistir (Bud, 1993).
1950’lerde DNA’nin yapisinin kesfi ile iiclincii ve son asama olan modern
biyoteknoloji donemine gecilmistir. Modern biyoteknolojiye en Onemli katkiyi
hibridom veya monoklonal ve rDNA teknolojileri vermistir. Molekiiler biyolojinin alt
bir dali olan rDNA teknoloji, iki ya da daha fazla kaynaktan alinan DNA
molekiillerinin kullanilarak yeni sentetik DNA molekiillerinin olusturulmasidir.

Hiicreli miyelom hiicrelerininin antikor tireten hiicrelerine hibridom denilmektedir. Bir
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tiiriin DNA’simin bagka bir tiiriin DNA’sina aktarilmasi sayesinde geleneksel 1slah
yontemleri ile elde edilen hayvanlarin ve gida mahsullerinden farkli 6zelliklere sahip
yeni tiirlerin tretilmesi rDNA teknolojisi ile saglanmistir (Chaudhuri, 2013). Diger
yandan hibridoma teknolojisi, herhangi bir antijene karst smirsiz miktarda
monospesifik antikor iiretilmesini saglamistir (Zhang, 2012). Her iki teknoloji de
endiistriyel uygulamalart hizlandirmis ve parazitoloji, viroloji, kanser ve
biyofarmasétik  (6rnegin, rekombinant Escherichia coli ve Saccharomyces
cerevisiae’de insiilin {iretimi) alanlarinda teshis prosediirlerinin hizla gelismesine yol
acmistir (Ling, 1983; Walsh, 2005). Son zamanlarda gelistirilen, hizli ve biiyiik
dizileme teknolojileri, yiizlerce organizma ve viriisiin genomunu desifre etmek icin
kullanilmistir (Zimin vd., 2009). Siralama, genlerin ve onlarin kodladiklar
proteinlerin gorevleri lizerinde devam eden ¢alismalar gelismis hesaplama yontemleri
sayesinde hiz kazanmistir. Antibiyotik direncinin gelistirilmesi de dahil olmak iizere
bircok hastaligin genetik temelinin anlasilmasi, insan ve mikrobiyal genomlarin
siralanmasi ve evrimi, yeni tani prosediirlerinin, asilarin, tedavilerin ve birgok
hastaligin tedavisinin gelistirilmesine yol agmustir (Fauci, 2001). Ek olarak, bu veriler
kacinilmaz olarak genetik ve evcillestirme tarihinin daha iyi anlasilmasi i¢in firsatlar
saglayacak, mahsul ve hayvan gelisimini hizlandiracaktir (Dekkers, 2012; Morrell vd.,
2012). Ugiincii biyoteknoloji nesli olan modern biyoteknoloji, agik¢a temeldeki
bilimsel ilerlemeye dayanmaktadir; oysa birinci ve ikinci nesiller (eski ve Klasik
biyoteknoloji), temeldeki bilimsel prensiplerin saglam bir anlayisina sahip olmayan

daha teknolojik uygulamalara dayanmaktadir.

Her ne kadar DNA ve rDNA teknolojisinin yapisinin kesfedilmesi modern
biyoteknolojideki son gelismeler i¢in biiylik bir itici gili¢ olarak goriilsede, fosil
kaynaklarmi degistirme ve yenilenebilir hammaddelere ge¢me ihtiyaci ile iiretim
sirasinda enerjinin verimli kullanilmasinin saglandigi yesil veya temiz siireglere olan
gereklilikte biyoteknolojinin biiylimesine ve gelismesine katkida bulunmaya devam
etmektedirler (Woodley vd., 2013). Bu yiizden biyoteknoloji tarihi yazilmaya devam

etmektedir ve yeni yaklasimlarin gelistirilmesi ile yazilmaya da devam edecektir.



1.2.3. Renkli biyoteknoloji

Kiiresel toplum saglik, enerji ve gida iiretiminde artan ihtiyaglarin sonucu ortaya ¢ikan
zorluklarla kars1 karsiyadir. Bu nedenle diinya, cesitli sifali bitkilerde kesfedilen
biyoaktif molekiilleri gelistiren biyoteknolojideki gelismeler sayesinde bu zorluklarla
yiizlesmek i¢in gesitli ¢oziimler gelistirmistir (Abdin, 2007). Biyoteknolojinin bugiine
dek arastirildigir dort ana konu vardir. Bunlar sirasiyla beyaz biyoteknoloji, mavi
biyoteknoloji, kirmizi biyoteknoloji ve yesil biyoteknoloji olarak sayilabilir. Bu dort
biyoteknolojik alanda, molekiilleri ve biyolojik sistemleri kullanarak ¢evre ve insanlik

icin iyilestirici ¢oziimlerin gelistirilmesine odaklanmistir.

1.2.3.1. Beyaz biyoteknoloji (Endiistriyel)

Beyaz biyoteknoloji, endistriyel uygulamalarda son iriinlerin ve ara friinlerin
islenmesi ve fretilmesinde yenilenebilir kaynaklarin kullanildig1r biyoteknoloji
uygulamasidir. Siirdiirtilebilir kaynak yonetimi ve korunmasia yonelik bu yeni
yaklagim ile daha az ve daha temiz enerji kullanir, boylece gevresel ayak izlerimizi
azaltir ve liretim maliyetlerinde genel bir diislise yol acar. Bu uygulama alanlarinda,
endistriyel olarak faydali iriinler iiretmek i¢in mikroorganizmalar ve enzimler

kullanilmaktadir (Amarakoon vd., 2017).

1.2.3.2. Mavi biyoteknoloji (Deniz)

Mavi biyoteknoloji, deniz ve tath su kaynaklarindan topluma faydali tiriinler elde
edebilmek amaciyla biyomolekiiler proseslerden yararlanarak biyoteknolojik araglarin
kullanildig1 bir uygulamadir. Mavi biyoteknolojiden elde edilen iiriinler, tip, kozmetik,
saglik ve hastaliklarin tedavisinde yarar1 bulunan gida takviyeleri gibi bir¢cok alanda
kullanilmaktadir. Bunun yanmi sira biyolojik 1slah ve biyoyakit sistemleri gibi

endiistriyel ve ¢evresel uygulamalarda da kullanim alanina sahiptir (Kim, 2013).

1.2.3.3. Kirmizi biyoteknoloji (Tibbi)

Tibbi biyoteknoloji, uzun yillardir organizmalarin genetik yapisini kullanarak ve
mevcut en biiylik dogal kaynaklarini kullanarak hastalik oranlariyla ve diger hayati
tehlike kosullartyla miicadele, teshis ve azaltmaya katkida bulunmustur.

Mikroorganizmalar1 kullanarak hastaliklarla miicadele edebilmek icin biyolojik
6



stireclerden faydalanan teknolojileri igerir. Biyoteknolojinin bir sonucu olarak daha
once tedavi edilemeyen hastaliklar icin 250°den fazla saglik {iriinii ve asisi
gelistirilmistir. insan genomunun ortaya ¢ikarilmasi ile birlikte, arastirmacilarin ailevi
meme kanseri ve aileden kaynaklanan diger hastaliklar1 belirlemede genetik iliski
kurmalarina yardimeci etmistir. Insan DNA’sindaki 20.000°den fazla genin
belirlenmesi ve siralanmasi konusunda 1990 yilinda baslayan Insan Genom Projesi ile
onemli gelismeler kaydedilmistir. Bu sayede hastaliklarin ve nesilden nesile gecen
hastaliklarin tanmisinda ve tedavisinde kullanilabilecek araglarin ve ilaglarin
gelistirilmesine yol agmistir. Ayrica, insanlarin 6zel genetik mutasyonlari sonucu
ortaya ¢ikan yumurtalik ve meme kanserleri gibi bazi kanser tiirleri i¢in, insanin
DNA’sinin incelenebilmesine ve ardindan tedavi edilebilmesine olanak sunmustur
(Amarakoon vd., 2017). Bilim adamlari, yalnizca yeni yontemlerle tan1 koymay1 ve bu
hastaliklara genetik yatkinliklari tespit etmeyi basarmakla kalmamis, ayni zamanda
hastaliklarin erken tespit ve teshisi i¢in tedaviye daha dogru bir sekilde
yaklagabilmislerdir.

1.2.3.4. Yesil biyoteknoloji (Tarum)

Tarim biyoteknolojisi aglik sorunlari ile miicadele edebilmek igin yesil devrimin bir
sonraki kademesi olarak kabul edilir. Cevre dostu biyopestisitler ve giibreler
kullanilarak daha direngli ve verimli bitkilerin iiretimini amacglayan teknolojiler
kullanir. Bu teknoloji elit gesitlerin (kriyo koruma, mikro cogaltma ve somatik
embriyogenez) ¢ogaltilmasi ve korumasi ve sekonder metabolitlerin elde edilmesi i¢in
cesitli doku kiiltiirii tekniklerini kullanir. Ayrica bu teknoloji istenilen 6zelliklere sahip
ciftlik hayvanlariin ve mahsullerin se¢imi i¢in genetik miihendisligi uygulamalarin

da kullanir (Kafarski, 2012).

1.3. Nanoteknoloji

“Nano” on eki, Yunanca “ciice” kelimesinden tiiretilmistir ve mikrondan 1000 kat
daha kiiciik olan 107 biiyiikliigiinde bir kiiiiltme anlamina gelir. Nanometre (nm) 10
A°’a esdeger genislikte {i¢ ila bes atomun milyarda biri veya metrenin milyarda biri

olarak tanimlanir. Ayrica insan sa¢1 capindan 10.000 kat daha az olan 1 nm, 10°m’ye



esittir. Nanomalzemelerin nano boyutlu morfolojik 6zelliklere sahip olmalari
nedeniyle, olaganiistii 6zelliklere sahip bu malzemelere uygulanan bilim temelli bir
yaklasim ortaya c¢ikmistir ve bu yaklasim nanoteknoloji olarak isimlendirilmistir

(Mirsasaani vd., 2013).

Nanoteknoloji ilk insan yeryliziinde yasamaya basladigindan beri vardir. Lipitler,
karbohidratlar, proteinler ve enzimler gibi hiicresel yapilarin bilesenlerini olusturan
viicuttaki molekiiler yapilar1 sentezleyebilmek i¢in doga, canliligin baslangicindan

beri rutin olarak nanoteknolojiyi kullanmistir (Subramani vd., 2019).

Bununla birlikte, nanoteknolojinin resmi olarak kesfedilmesi, 29 Aralik 1959’da
California Teknoloji Enstitiisii’'nde Amerikan Fizik Dernegi’nin yillik toplantisinda
“there is plenty of room at the bottom” (asagida daha ¢ok yer var) baslikl1 bir konusma
sunan Amerikali Fizik¢i ve Nobel Odiillii Dr. Richard Phillips Feynman’a atfedilmistir
(Feynman, 1959). Feynman ¢ok kiigiik bir 6l¢ekte bilginin depolanmasi, atomlarda
yazma ve okuma, bilgisayarin minyatiirlestirilmesi, minik makineler, minik fabrikalar
ve atomlu elektronik devreler hakkinda konusmustur. Ancak, 6zellikle nanoteknoloji
terimini  kullanmamistir. 1974 yilinda bir Japon Miihendis Norio Taniguchi

“nanoteknoloji” terimini ilk kez kullanilmigtir (Taniguchi, 1974).

Nanoteknoloji, atomik ya da molekiiler diizeyde miihendisliktir. Maddelerin en kii¢iik
boyutta islenmesini igeren c¢ok cesitli isleme teknikleri, dl¢limler, modelleme ve
teknolojiler i¢in kullanilan ortak terimdir. Ulusal Bilim Vakfi ve Ulusal Nanoteknoloji
Girisimi’ne gore, nanoteknoloji, kiigiik yapilarindan dolay1 temelde yeni 6zellik ve
fonksiyonlara sahip malzemeler, sistemler ve cihazlar olusturmak igin, atom ve
molekiil diizeyinde ve ayrica molekiil kiimelerini iceren “supramolekiiler” seviyede
kontrol etme ve yonlendirme yetenegidir. Nanoteknoloji nano olgekli boyutlarda
fiberlerin, parcaciklarin ve malzemelerin olusturulmasi ile ilgilidir. Boyutlarindan
dolay1 nano 6l¢ekli malzemeler en az bir iistiin veya yeni 6zellik gosterirler (Roco,
2007). Nanomalzemeler yiiksek yiizey/kiitle oranina, genis yiizey alanina ve yiiksek
en boy oranma Sahiptir. Nanomalzemelerin bu sira disi1 6zellikleri maddelerin
mekanik, termal, elektriksel, fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini 6nemli 6lgiide
etkileyebilir (Stander ve Theodore, 2011).

Bir malzemenin boyutlar1 biiyiikk boyuttan 100 nm altina disiiriildiigiinde,
ozelliklerinde carpici bir degisiklik meydana gelebilir (Poole ve Owens, 2003). Nano
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Olgekte, en ¢ok istenen Ozellikler, boyut sinirlamasi, dagilim, morfoloji, ara yiizey
olaylar1 ve kuantum etkilerinin baskinligina dayanarak elde edilebilir. Ayrica, nano
Ol¢ekte malzemelerin davranist makro Gl¢ekte ayirt edilebilecek hususlar agisindan
tamamen 6ngoriilemez degildir (Bhushan, 2010, Baker ve Satish, 2012). Nano yapilar1
kontrol etme ve yonlendirme yetenegi sonunda, ara biiylikliikteki sistemlerin, yani
molekiillerin, atomlarin ve ham malzemelerin yeni kimyasal, fiziksel ve biyolojik
Ozelliklerinden yararlanilmasini miimkiin kilacaktir (Mirsasaani vd., 2013). Yeni
ozellikler olusturmak ve gelismis performans saglamak i¢in malzemeler nano yapih
olabilir. Nano Ol¢egin bu kadar onemli hale gelmesinin ve bu alanin bilim ve
teknolojide yeni firsatlar yaratmasinin birgok 6zel nedeni vardir (Ghorbanpour vd.,

2017) Bu nedenlerden bazilari asagida belirtilmistir:

1. Nanoteknolojinin 6nemli bir yonii, nano 6lgekli bilesenlerin cogunda bulunan
yiizey/hacim oraninin artmasidir (Dabbs ve Aksay, 2000).

2. Bu skaladaki kimyasal oOzellikler, biiylik yiizey/hacim oranlari nedeniyle
kataliz ve bir¢ok uygulama i¢in dnemli olan ara yiizey ve ylizey kimyas1 i¢in
bir avantaj saglar (lijima vd., 1996).

3. Biyolojik varliklarin  ve viicutta bulunan molekiillerin en 6nemli
ozelliklerinden bir tanesi nano Olgekte sistematik sekilde diizenlenmesidir.
Nanoteknoloji alanindaki arastirma ve gelistirme g¢alismalari, sentetik nano
Olgekli objelerin canli hiicrelerde kullanilmasina olanak saglamistir (Ebrahimi
ve Mansoori, 2014).

4. Nano yapilardan olusan makroskopik sistemler, nanomalzemelerin ve hafif
nanokompozitlerin gelistirilmis mukavemeti ve sertligi, gelistirilmis sikistirma
ozellikleri ve gelistirilmis doviilebilirlik gibi bir dizi iyilestirilmis mekanik
ozellige sahiptir (Wang vd., 2006). Ayrica, nanosistemler, nano yapi
etkilesimlerini ve karmasikligini kontrol ederek daha gelismis fonksiyonlara,
daha kiiciik ve daha hizl1 devrelere ve eszamanli olarak onemli 6lgiide azalan
giic tiiketimine neden olan yeni elektronik cihazlarin iiretimini tetikleyebilecek
bir sey olan mikro iletkenlerden ve elektrik iletkenlerinin iyilestirilmesinden

daha yiiksek yogunluklara sahip olabilir (Li vd., 2004).

Nanoteknoloji, kimya, biyoloji, molekiiler fizik, malzeme ve bilgisayar bilimi, makine
ve elektrik mithendisligini iceren multi disipliner bir alandir (Ratner ve Ratner, 2002).
Ozellikle son yillarda bu ¢ok disiplinli alan arastirmacilarin ve cesitli endiistri
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alanlarinda faaliyet gosteren pek ok iireticinin ilgisini gekmistir. Oniimiizdeki yillarda
nanoteknolojideki aragtirmalarin diinya ¢apinda biiylimeye devam etmesi ile birlikte
nanoteknoloji ve {irtinlerinin diinya ekonomisi iizerinde yaklasik 1 trilyon dolardan

fazla bir etkisi olabilecegi diistiniilmektedir (Stander ve Theodore, 2011).

1.3.1. Nanoteknolojinin giinliik yasamdaki kullanimlari

Nanoteknolojinin tarihi ve dogadaki uygulamalar1 yasamin baslangiciyla baglamistir.
Ilk yasam formlarin1 temsil eden tek hiicreli canlilar, bir organizmanin yasami icin
biitiin temel bilgileri iceren RNA, DNA ve genleri igeriyordu. Kendilerine benzer
sistemler iretebilmek i¢in gerekli tim kodlanmis bilgileri bu genetik yap1 taslar
ierirler. Insanlar pek cok alanda kullanmak icin nanomalzemelere o6zel ilgi
gostermiglerdir. Bu ilginin sonucu olarak nano yapili malzemeler {izerine
arastirmacilar tarafindan pek ¢ok ¢alisma yapilmaya baslanmis ve bu alanda énemli
ilerlemeler kaydedilmistir (Rajput, 2015). Nano malzemelerin énemli 6zelliklerinden
biri, yiiksek yiizey/hacim oranidir. Bu 6zelligi kullanarak, nano 6lgekli boyutlarda
giiclii katalizorler iiretilebilir. Nanokatalizorler sayesinde reaksiyon sonucu olusan atik
maddelerin olusumunun O6niine gegilir ve kKimyasal reaksiyonlarin verimini biiyiik
Olgiide artirilir. Malzemelerin iiretiminde nano boyutlu maddelerin kullanilmasi,
malzemenin agirligin1 azaltabilir, mukavemetini arttirabilir ve termokimyasal

ozelliklerini iyilestirebilir (Ehrman vd., 1999).

Malzemelerin  boyutlart nano boyuta dislirtildigiinde etkilenen &zellikler
elektromanyetik dalgalara ve 1518a verdikleri tepkilerdir. Bu durumun ortaya ¢ikmasi
ile elektronik endiistrisinde ve optoelektriklerde kullanilmak {izere nanolog iiretimine
yol agmustir. Nanopargaciklarin boyalara veya insaat malzemelerine girmesi,
ucaklardaki yakit tliketiminde azalma gibi sonuglara neden olmustur.
Nanomalzemelerin tip alanindaki uygulamalari, titanyum nanoparcaciklari
kullanilarak anti-UV radyasyon kremlerinin iiretiminden insan kalbinin islevini
izlemeye kadar uzanmaktadir. Giiniimiizde birgok sirket; otomobil endiistrisinde, tenis
raketi liretiminde, 151k dnleyici gozliiklerde, kirlenme 6nleyici camlarda, kendi kendini
temizleyen pencerelerde ve elektrikli ugaklarda toz haline getirilmis nanopartikiilleri
kullanmaktadir (Adachi, 2000; Jain vd., 2009).
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Nanoteknoloji bu uygulamalarin haricinde, ilag salinim sistemleri gibi ilag
endiistrisinin pek c¢ok alaninda uygulamaya sahiptir. Petrol, gaz ve petrokimya
endiistrisinde nanokatalizorlerin iiretiminde rezervuarlardan cekilme katsayisinin
arttirilmasi i¢in, enerji verimliligini arttirmak amaciyla, 1s1ya, korozyona, tutulmaya,
asinmaya ve siirtinmeye karsi dayanikli, nanolubrikan olarak nano kaplamalarin
tiretimi i¢in, nanosensorlerin ve nanobiyosensorlerin tiretiminde kirleticileri azaltmak
ve yesil teknolojiler gelistirmek iginde kullanilmaktadir (Jolivet vd., 2004; Jiang vd.,
2007).

1.3.1.1. Hayvan biliminde nanoteknoloji

Hayvan biliminde nanoteknolojideki uygulamalar arasinda hayvan asilarinin
gelistirilmesi, niikleik asit salinim sistemlerinin gelistirilmesi, hizli tedavi siireglerinin
saglanmasi, besin ve ilaglarin salinim sistemlerinin gelistirilmesi ve hastalik
semptomlarinin tanmnmasi sayilabilir. Giiniimiizde, giimiis nanopargaciklar etkili
antibakteriyel ve antimikrobiyal ajanlar olduklar1 i¢in hayvancilik ve kanatli hayvan
yetistirme alanlarinin temizliginde kullanilmaktadir (Walser vd., 2011; Cushen vd.,
2012). Nanofiltreler ise siit iirlinlerini islemek i¢in verimli bir sekilde kullanilmaktadir.
Aslinda, nanofiltreler parcaciklarin, parcacik yiikii ve biiytikligii gibi ¢esitli faktorlere
bagli secici bir sekilde gegisine imkan saglar. Nanoteknolojinin baska bir uygulama
alan1 hayvansal ilaglar ve oral enzimler i¢in kaplama maddesidir. Bazi proteinler ve
enzimler, baz1 dokulardaki etkiyi ve iglevi arttirmak i¢in hayvan ve kiimes hayvani
diyetlerinde kullanilmigtir. Bununla birlikte, bunlar normal olarak sindirim sisteminde
absorbe edilemezler, bu nedenle etkili bir yol olarak nanokapsiiller, besin maddelerinin
hedef dokuya ulagsmasi i¢in kaplanmasinda ve korunmasinda kullanilir (Zhang vd.,
2012). Ayrica uygun ciftlesme zamanlarmin se¢imi siit ¢ift¢isinin karsilagtigi
problemler arasindadir. Son yillarda, Ostrojen hormonunun gerektiginde serbest
birakma ve asilama islemlerini baslatmak i¢in cilde yerlestirilen spesifik nanotiipler

kullanilmigtir (Archana vd., 2015).

1.3.1.2. Tarimda nanoteknoloji

Nanomalzemelerin tarim  bilimlerindeki 6nemli rolii, giibre bilesiklerine
uygulanmalar1 ve yetisen bitkilere gerekli beslenmenin saglanmasinin bir araci olarak

kullanilmalaridir. Ayrica, bu modern teknoloji, lireme bilimi ve teknolojisi, tarimsal
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ve gida atiklarinin enerjiye doniistiiriilmesi, enzimatik nano biyo prosesleme yoluyla
hastaliklarin 6nlenmesi ve yeni oOzelliklere sahip c¢esitli nano o6l¢ekli cihazlar
kullanarak bitkilerin islenmesi gibi diger tarimsal alanlarda da ilerleme kaydetmistir.
Son zamanlarda akilli tarim dagitim sistemleri birgok arastirmacinin dikkatini
cekmistir. Bu dagitim sistemleri bir dokuyu spesifik olarak hedefleyebilir, yiiksek
oranda kontrol edilebilir, uzaktan diizenlenebilir, nceden programlanabilir ve basarili
hedeflemenin oniindeki biyolojik engellerden kaginmalarin1 saglayan kendi kendini

diizenleyen ve ¢ok islevli 6zelliklere sahiptir (Rai ve Ingle, 2010).

Nanomalzemeler arasinda, 6zel olarak belirlenmis boyutlara, morfolojilere, manyetik,
fluoresans ve fotokatalitik bozunma etkilerine sahip olma gibi fizikokimyasal
ozelliklere sahip metal ve metal oksit nanopartikiiller; sensor gelisimi, agrokimyasal
bozunma ve topragin iyilestirilmesinde o6zel uygulamalar sunmaktadir. Sertlik,
gecirgenlik, kristallik, 1s1l kararlilik, ¢oziiniirlik ve biyobozunurluk gibi bazi
nanomateryal spesifikasyonlar, nanopestisitlerin hem formiilasyonunu hem de etkisini,
tarimsal formiilasyonlarin dagilimini ve organik ¢6ziicii kullanimi azaltmistir (Sharon
vd., 2010; Mukhopadhyay, 2014). Nanomalzemelerin tarimdaki diger uygulamalar
ozellikle bitki koruma tiriinlerinin uygulanmasini azaltmay1, giibre besin kayiplarini
en aza indirmeyi ve optimize edilmis besin yonetimi programlari araciligiyla verimi
arttirmay1 amaglar. Nanoteknoloji tarim makineleri alaninda da énemli bir uygulama
alanina sahiptir. Bu uygulama alani, ultraviyole radyasyona ve korozyona karsi
kararlilig1 artirmak i¢in nanomalzemeler ile makine govdelerinin kaplanmasini, tarim
makinelerine ve aletlerine uygulanmasini igerir. Ek olarak, nanoteknoloji, nano ortiiler
kullanan daha saglam mekanik bilesenlerin {iretimi igin, cift¢ilerin kullandiklari
pestisit miktarini azaltmalarini, 6zel olarak yabanci otlar1 hedeflemelerini saglayacak
sekilde kimyasal ve mekanik olarak yabani otlar tespit etmek i¢in akilli makineler ve

piiskiirtme ekipmanlarinda kullanilmaktadir (Prasad vd., 2011; Prasad vd., 2012).

1.3.1.3. Gida alaninda nanoteknoloji

Nanoteknoloji, ¢evrenin korunmasi, molekiiler ve hiicresel biyoloji igin yeni araglar,
hastalik tedavisi uygulama yontemleri, patojen tespiti i¢in yeni malzemeler ve gida
giivenligi gibi gida ve tarimsal sistemlerin hemen hemen tiim alanlarini etkilemektedir.
Bu modern teknoloji ozellikle Kkirleticileri ve patojenleri tespit edebilmek i¢in

tasarlanmig sensorler ile gida malzemelerinin islenmesi ve nakliyesi vasitasiyla gida
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tiretim endiistrisSinin giivenligini artirmak i¢in kullanilir. Buna ek olarak, gida
endistrisinde nanoteknolojinin ana uygulamalarindan biride fonksiyonel gida
bilesenlerini belirli etki alanlarina tasiyan, koruyan ve sunan kapsiilleme ve dagitim

sistemleridir (Abbas vd., 2009; Jafarali vd., 2013).

Gida nanoteknolojisi, yeni ortaya c¢ikan bir ilgi alam1 haline gelmistir ve gida
teknolojilerinin, iiretilen gidalarin kalitesini ve miktarini iyilestirirken, ayn1 zamanda
ozellikle gida katki maddeleri (gida malzemeleri i¢inde nanoteknoloji) ve paketleme
(g1da malzemelerini sarmak ve korumak i¢in kullanilan nanoteknoloji) agisindan gida
giivenliginin degerlendirilmesini de kolaylastirdi. Nano 6l¢ekli gida katki maddeleri
bir {riniin raf omriinii uzatma, dokusunu, lezzetini ve besin kompozisyonunu
gelistirme potansiyeline sahiptir. Nano 0lgekli gida katki maddeleri, gida kalitesi
gostergeleri ve gida patojenlerini saptamak gibi islevler saglamak i¢in de kullanilabilir
(Alfadul ve Elneshwy, 2010). Ayrica nanomalzemeler gida kalitesini korumak,
paketlenmis gidalarda patojen ve toksin olusumunu Onlemek i¢in giimiis, titanyum

oksit, ¢inko oksit ve diger biyonanopartikiiller kullanilir (Chaudhry vd., 2008).

1.3.1.4. Su aritiminda nanoteknoloji

Aragtirmacilar ve uzmanlar, niifusun temiz suya erigimini artirmanin zorluguyla
miicadelede etmede nanoteknolojiyi kullanmislardir. Nanoteknoloji, atik sularin
kullanilabilir hale getirilmesinde ucuz ve verimli yeni sistemlerin gelistirilmesinde

onemli bir rol oynamaktadir (Qu vd., 2013).

Toksik metal iyonlari, organik ve inorganik ¢6ziinen maddeler ve mikroorganizmalar
ile kirlenmis yiizey suyu, yeralt1 suyu ve atik su gibi farkli tiirdeki kirli su kaynaklar
nanoteknoloji kullanilarak verimli bir sekilde aritilmis ve saflastirilmistir (Karn vd.,
2009). Son zamanlarda, arastirmacilar, farkli nanomalzemelerin ve ilgili yapilarin
potansiyelinin suyun aritilmasi konusundaki potansiyelini verimli ve daha giivenli bir
sekilde degerlendirmeye odaklanmistir. Su aritma islemleri sirasinda, suyun aritilma
orani ve kapsami nanoteknoloji kullanilarak kismen ¢oziilebilen baglica problemlerdir.
Bu modern teknoloji aritma kapasitesini artirmis, geleneksel olmayan su kaynaklarinin
ekonomik kullanimin1 kolaylastirmis ve boylece kullanilan su kaynaklarim

genisletmistir (Hildebrand vd., 2009).
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1.3.1.5. fla¢ ve tip alaninda nanoteknoloji

Nanoteknolojinin faydali yonleri arasinda, nanoboyutlu sistemlerin olusumu 6zel bir
oneme sahiptir. Ciinkii ¢oziintirliik, biyoyararlanim, azalan toksisite ve baz1 etkili ilag
sistemlerinin iiretilmesine yol agabilecek ilag salmim kabiliyeti gibi bazi
farmakokinetik ve farmakodinamik 6zellikleri etkiler. Aslinda, nanoboyutlu ilaglar
diger ilag dozaj sistemleri ile karsilastirildiginda, genis ylizey alanlarindan dolayz,
gelismis ¢oziiniirliikk, ¢6ziinme hizi, oral biyo yararlanim, hizli terapotik etki, diisiik
dozaj ve daha diisiik hastadan hastaya degiskenlik gibi iistiin yetenekler ve
performanslar gostermektedir. Giivenlik ve etkinligin artmasinin yaninda genis
kapsamli1 formiile edilmis ve hasta uyumunun artmasi sonucunda hedefli ilag salinim
sistemlerinin iretimi gelistirilmistir (Silva vd., 2011). Bu modern teknoloji,
mikroorganizmalarin neden oldugu iltihaplar1 ve ayrica molekiiler diizeyde insan
viicudunda gii¢lii bir terapdtik etkiye sahip olan minimal yan etkileri olan ekonomik
ilaglarin iiretilmesini tespit ederek teshis yontemlerini gelistirmeye odaklanmuistir.
Nano ilag¢ sistemleri yaygin hastaliklarin tedavisinin yani sira kanser, diyabet ve
norodejeneratif hastaliklar gibi spesifik hastaliklar1 teshis etme ve tedavi etme
yetenegini de ortaya koymaktadir (Ebert vd., 2004). Nanoteknoloji, yeni ilag dozaj1 ve
formiilasyon sistemlerinin gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynamasina ragmen,
nanomateryal sistemlerin canli hiicrelerle sahip oldugu 6zel biyouyumluluk nedeniyle
doku miihendisligi iiriinleri gibi bazi diger farmasotik dallarin gelistirilmesinde de
onemli bir rol oynamistir (Kesharwani vd., 2014). Nanomalzemelerin bu alanlardaki
diger uygulamalar ila¢ kapsiillemesi, kemik degisimleri, protezler ve implantlardir.
Son zamanlarda, nano cihazlarin olusumundaki ilerlemenin, bilim ve teknolojinin
bircok alaninda, dzellikle tip ve farmakolojide, biyosensorlerin, patojenik bakterilerin
ve respirositler gibi akilli makinelerin iiretiminde kullaniminin yani sira hastalik
belirtilerinin eser miktarlarin1 saptamak i¢in kullanilan dedektorlerin, biyolojik
tehlikelerin gelistirilmesindeki uygulamalari agisindan devrim niteliginde oldugu

diistiniilmektedir (Choudhury vd., 2014).

Nanoteknoloji uygulamalar1 arasinda, kanser hiicrelerinin (metastaz siireci) gelisimini
Oonleme ve onlarla miicadele etme belki de en Onemlisidir. Kanser tedavisinin
karsilagtigi en biiyiik zorluk olan metastaz, kanser hiicrelerinin primer kiitleden
viicudun diger bolgelerinde sekonder tiimorlerin olusumu yoluyla gelisimi olarak

tamimlanir (Zhang ve Lua, 2014). Bu siire¢ kanserlerin ¢ogunda ortaya ¢ikar.
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Metastazlar tedavi etmenin zorluklari arasinda kiigiik boyutlari, yiiksek ¢esitliligi ve
cesitli organ ortamlarina dagilmas: sayilabilir. Sadece birkag¢ tedavi belirli kanser
bolgelerine ulasabildigi igin metastatik kanseri tedavi etme girisimleri bugiine kadar
¢ok basarili olmamustir. Belirli dokular1 hedef alan ve belirli alt hiicre bolmelerine
erigilebilirligi kolaylastiran ve birden fazla terapotik islevi tek bir platformda
birlestiren akilli nanomalzemeler bu sorunu giderebilmek icin ¢ok Onemli firsat
sunmustur. Nanoterapotikler, kanser bolgesinde yar1 dmriinii bir kez artirmak igin
ilacin farmakokinetik profilini degistirirken, ilaglarin nanoparcaciklara yiiklenmesine
veya ilaglarin nano yiizeylere adsorpsiyonuna odaklanir. Bu nedenle, bu mekanizma
ilag digi hedefleme etkilerinin sorunlarimi ortadan kaldirmaktadir (Nguyen ve
Massague, 2007; Schroeder vd., 2012).

1.3.1.6. Kataliz alaninda nanoteknoloji

1950’lerde toplu katalitik sistemlerin sorunlarini azaltabilmek igin nano kataliz
kavram1 ortaya c¢ikmistir. Bir katalizorii reaksiyon ortamindan ayirmanin, geri
doniistiirmenin ve tekrar kullanmanin zorluklar1 arastirmacilar i¢in 6nemli bir sorun
teskil eder. Bu sorunun neden oldugu ekonomik yiikii azaltabilmek i¢in nanoteknoloji

umut olmustur (Tsai vd., 2004).

Nano kataliz (kompozitler nano yapilar, yari iletkenler, metaller, metal oksitler,),
nanomalzemelerin ¢esitli uygulamalarda katalizor olarak kullanildigi ve hizla biiyiiyen
bir alan olarak tanimlanabilir. Son zamanlarda nanoteknoloji, yiiksek aktivite, diisiik
enerji tiiketimi ve uzun Omiirler sergileyen ve %100 segicilik gostere katalizorler
gelistirmeye odaklandi. Bu, ancak tek tek bilesenlerin sekil, boyut, elektronik yapi
yiizey bilesimi, mekansal dagilimi ile termal ve kimyasal kararliliginin tam olarak
kontrol edilmesiyle basarilabilir (Pan vd., 2007; Park ve Song, 2011).

Katalizor teknolojisini nanoteknoloji ¢ok 6nemli 6l¢iide etkilemistir. Tiim doniistimler
ve kimyasal reaksiyonlar katalizorlerin yiizeyinde meydana geldigi i¢in bir katalizoriin
boyutu nanoteknoloji agisindan 6zel bir 6neme sahiptir. Bunun i¢in bir katalizoriin
boyutunun diisiiriilmesi, yiizey alaninin artmasina neden olur. Nanoteknoloji alant,
genis yiizey alanina sahip nano yapili sistemleri ve hacim oranlarimi dikkate
almaktadir. Yiiksek verimlere, gelismis maliyet etkinligine, hizli reaksiyonlara ve

sinerjik etkilere yol agan genis bir ylizey alanina ulasabilmek, kataliz teknolojisindeki
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ana nanoteknolojik devrim olmustur. Katalitik aktivite, nanometre o0lg¢egindeki
katalizorlerin gelisimi ile artar. Malzemelerin boyutlarindaki kiigiilmeler sadece
ylzey/hacim oranmi arttirmakla kalmayip aymi zamanda mikroskobik ol¢eklerde
malzemelerin morfolojisini ve yiizey 6zelliklerini de degistirmektedir (Lak vd., 2008;
Machado ve Serp, 2012). Ornegin, altin nanoparcaciklar, nano dlcekte katalitik olarak
aktiftir ancak makroskopik durumlarinda neredeyse atildirlar. Ayrica, nano dlgekte
katalizorlerin 6zel morfolojik ve boyut 6zellikleri, enerji tasarrufu saglamalar, tekrar
kullanilabilirlikleri, ortamdan ayrilabilmeleri ve daha uzun siire kullanimlar1 gibi
avantajlar1 vardir. Bundan dolayr nanokatalizorler yesil kimyada anahtar bir unsur
olarak kullanilirlar. Nanokatalizérler geri kazanilabilirlik, segicilik, aktivite ve

dayaniklilik agisindan mitkemmel performans gostermektedir (Guo vd., 2014).

1.3.1.6. Enerji alaninda nanoteknoloji

Giiniimiizde insan faaliyetlerini ve gereksinimlerini yerine getirmek i¢in kullanilan ana
enerji kaynaklar1 hidroelektrik, fosil ve mineral yakitlar ve niikleer kaynaklaridir.
Cogu durumda bu kaynaklar hem ekosisteme zarar verir hem de insan hayati i¢in ¢ok
tehlikelidir. Ayrica ekolojik olarak onemli alanlara zarar verirler, pahalidirlar, 0zon
tabakasinin incelmesine, kiiresel 1sinmaya, ekolojik tahribata ve biyosfer ve jeosfer
tahribatina neden olurlar. Son yillarda nanoteknoji alanindaki gelismeler, enerji
tiretimini daha tasarruflu ve verimli bir hale getirmistir (Dillon vd., 1997; Dresselhaus
vd., 2007).

Kiiresel gii¢ temini uzun vadede giivence altina almak ve {iretim verimliligini ¢evre
dostu bir sekilde artirarak enerji kayiplarini 6nlemek i¢in, nanoteknoloji, nano dlgekte
sorunlart goz Oniinde bulundurarak, enerji verimini ve kapasitesini gelistiren
metotlarin belirlenmesine olanak saglamistir (Epstein ve Malloy, 2009). Cogu
durumda, birincil enerji kaynaklari, verimliligi artirmak, tretim maliyetini ve
dolayisiyla tiiketim maliyetini azaltmak icin elektrik, 1s1 ve kinetik enerji gibi diger
enerji tiirlerine doniistiiriiliir. Geleneksel yakitlardan elde edilen enerjinin verimliligini
arttirmak hem 6nemli miktarda karbondioksit emisyonunu azaltir hem de c¢evrenin
korunmasina yardimci olur. Ayrica, optimize edilmis sinir tabakali tasarimlara sahip
nano yapil yari iletkenler, atik 1s1 kullaniminda genis uygulamalarinin oniinti agmis

verimlilik artisina katkida bulunmustur. Bunun en iyi 6rnegi, otomobillerden veya
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insan viicudundan gelen 1sinin tekstillerde tasmabilir elektronik siiriicii olarak

kullanilmasidir (Azais vd., 2007; Obreja, 2008).

Giliniimiizde, nanomalzemeler bazi olaganiistii 0Ozellikler sergiledikleri igin,
konvansiyonel (fosil ve niikleer yakitlar) ve yenilenebilir enerji kaynaklar1 (giines,
rliizgar, su, gelgit veya biyokiitle) i¢in ucuz ve ¢evreci enerji kaynaklarint verimli
tiretim ve gelistirilmesinde yeni potansiyeller olarak kullanmaktadir. Bu gelismeler
enerji sektoriindeki katma deger zincirinin hemen hemen her boliimiinii etkilemistir.
Bundan dolayr nanoteknoloji, tiim endiistri alanlarinda optimize edilmis iiretim
teknolojileriyle yenilenebilir enerji {retiminden ekonomik olarak faydalanma
potansiyeli, yeni teknolojik ¢6ziimler ve enerji verimliligini arttirma gibi imkanlar
sunmaktadir. Nanoteknolojinin enerji sektoriindeki uygulamalari, enerji tireten, ileten,
dagitan, yoneten ve depolayan boliimlere ayrilabilir. Ornegin, petrol teknolojisinde
nano kaplamali, asinmaya dayaniklt matkap problarinin kullanilmasi daha fazla
kullanom  Omrii, verimlilik ve maliyet tasarrufu saglayacaktir. Ayrica,
nanomalzemelerin ortaya ¢ikisi, riizgar ve gelgit enerji santralleri i¢in daha hafif ve
daha saglam rotor kanatlarinin tiretimi, mekanik olarak gerilmis bilesenler i¢in asinma
ve korozyona dayanikli koruyucu tabakalarin imalati, bilesen yapilarinda katman
tasarimlarinin optimizasyonu ve organik yart iletken karigimlarin morfolojisi ve gilines
pili verimliligini artirmak i¢in kuantum noktalarinin ve tellerin kullanilmasi gibi
birgok enerji sektoriinde onemli ilerleme kaydedilmesi igin firsat sunmustur (Simon

ve Gogotsi, 2008).

Nano olgekte malzemelerin elektriksel iletkenliklerinde olaganiistii gelisme nedeniyle,
elektrik kablolarinda ve gii¢ hatlarinda, pillerde ve siiper kapasitorlerde, nano sensor
cihazlarinda ve gii¢ sebekelerinin son derece karmasik kontrolii ve izlenmesi ile bag
edebilecek gii¢ elektronigi bilesenleri gibi bir¢ok alanda kullanilirlar. Bu gelismis
elektriksel iletkenlik, nanomalzemelerin sahip oldugu genis ylizey alanlarindan
kaynaklanir, elektronlarin daha verimli hareketini ve elektrik iletkenliginin kayda
deger bir sekilde arttirilmasin kolaylastirir. Onceki literatiir ¢alismalari, bir dizi nano
gozenekli metal organik bilesigin, tagnabilir elektronik cihazlarda yakit hiicreleri
olarak calisma ac¢isindan ekonomik olarak gerceklesmesi icin yeterli potansiyeli
sundugunu gdstermistir. Nanomalzemelerin, enerji tasarrufu ile baglantili bir diger
uygulamasi, tuglaya, tahtaya, plastiklere, metallere, betona, veya baska herhangi bir
yap1 malzemesine uygulanan kaplama malzemeleridir. Bu tiir nano kaplamalar dona
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kars1 miikemmel koruma saglamak, ylizey yogusmasinin olusumunu Onlemek,
malzeme tamir kolayligini arttirmak, alev ve yanma geciktiriciligi sunmak, finansal ve
enerji harcamalarin1 azaltmak, boru hatlarinin isletme omriinii uzatmak ve ekolojik

giivenligi artirmak gibi bir¢ok avantaj sunar (Garcia-Martinez vd., 2008).

1.4. Nanofiber

Cap1 1 um’ye esit veya daha kiiciik bir ¢apa sahip lifsi ya da ipliksi fiberler nanofiber
veya nanolif olarak tanimlanmaktadir (Ramarkrishra vd., 2005). Nanometre
boyutundaki fiber materyaller, canli sistemlerinin temel yapi taslaridir. Ornegin, 30
nm capinda hiicre iskeleti filamentleri ve DNA molekiilleri 1,5 nm c¢apinda cift
sarmalli fiberlerdir. Hatta nanofiberlerle olusturulmus sag¢ hiicreleri ve gozlerin gubuk
hiicreleri gibi hiicre dis1 matrislere sahip duyusal hiicreler veya dokular ve organlar
icin ¢ok islevli bir yapisal omurga da drnek olarak verilebilir. Doganin bu essiz
tasarimina benzer sekilde, polimerlerden elde edilen nanofiberler ve bunlarin
kompozitleri, insanlarin hayatin1 kolaylastiran benzersiz islevler gergeklestiren
yapilarin ve cihazlarin tiretilmesi i¢in temel yapi taslari saglayabilir (Frank ve Yugqin,

2014).

Nanofiberler, 6zel 3 boyutlu ag yapisi, esneklik, yiiksek en/boy orani, ¢ok yiiksek
gozeneklilik ve ayarlanabilir gdzenek boyutu gibi benzersiz 6zelliklerle taninan tek
boyutlu nanomalzemelerdir (Pai vd., 2009). Nanofiberler farkli polimerlerden
uretilebilir ve firetim siirecinde veya sonrasinda cesitli fiziksel ve kimyasal
modifikasyonlardan dolay1 farkli 6zellikler kazanirlar. Fiber ¢aplart 5 nm ila 500 nm
arasinda olan fiberler i¢in, birim kiitle bagina yiizey alan1 yaklagik 10.000-1.000000
m?/kg seviyesine kadar biiyiik bir artis miimkiindiir. Boyuttaki azalma ve yiizey
alanindaki artis, nanofiberlerin yiiksek yiizey alani, fonksiyonel gruplarin, absorbe
edilmis molekiillerin, iyonlarin, katalitik kistmlarin ve birgok tiirde nanometre 6lcekli
parcaciklarin eklenmesi veya birakilmasi igin dikkate deger bir kapasite saglar. Biiyilik
Olcekte Uretilebilecek, en umut verici nanomalzemelerden en 6nemlisi nanofiberlerdir.
Bu nedenle nanofiberler saglik ve enerji alanlarindan otomotiv ve havacilik alanlarina
kadar genis bir uygulama yelpazesinde hayatimizdaki temel sorunlar igin umut verici

¢oziimler getirmektedir (Huang vd., 2003; Ko, 2004; Barhoum vd., 2019).
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1.4.1. Nanofiber iiretim yontemleri

Nanofiberler sahip olduklari essiz 6zellikleri nedeniyle pek ¢ok alanda farkli amaglarla
kullanilmaktadirlar. Bu essiz 6zelliklerinden dolay1 nanofiberler hem bilim insanlar1
hem de modern endiistri i¢in en ¢ok calisilan ve ilgi ¢eken materyallerden biri
Olmustur. Son yillarda arastirmacilar laboratuvar Olceginde ve endiistriyel
uygulamalarda kullanilmak i¢in farkli nanofiber iiretim tekniklerinin gelistirilmesine

yonelmistir.

1.4.1.1. Cekme yontemi

Cekme yontemi uzun ve siirekli nanofiber iiretme kabiliyetine sahip kuru egirme
teknigine benzer bir islemdir. Bu teknik ii¢ basit adimdan olusur: (i) substrat iizerine
hacimce yaklasik 1 mL bir damla polimer ¢ozeltisi koyulur, (ii) damlanin kenarina bir
mikropipet ile dokunulur ve (iii) geri ¢ekilir, mikropipetin bu geriye hareketi,
nanofiber haline gelinceye kadar polimer ¢6zeltisi cekmeye devam edilir. Sekil 1.1.°de
¢ekme yonteminin sematik gOsterimi  gosterilmistir (Barhoum vd., 2019).
Mikropipetin standart akis hiz1 yaklasik 10 m/s’dir ve gekilen fiberin ¢ap1 genellikle
100 nm’nin {izerindedir. Cekme hizi, ¢oziicii buharlagsmasi ve polimer yapisi elde
edilen fiberlerin kalitesini belirleyen parametrelerdir. Teknigin kontrolii ekonomiktir,
ayrica uzman personel denetimi gerektirmez ve kolaydir. Bununla birlikte, diisiik
tiretim hizi, fiber ¢capinin kontrol edilmemesi ve tiim polimerler i¢in kullanilmamasi
nedeniyle, ¢ok fazla tercih edilmemektedir (Wang ve Nain, 2014; Stojanovska vd.,
2016).

(A) (B) (C)
Pipet cekilir

Nanofiber

Polimer \

&, e

Sekil 1.1. Cekme yonteminin sematik gosterimi (A) substrat iizerine bir damla polimer ¢ozeltisi
konur, (B) damlalara bir mikropipet dokunulur ve (C) mikropipet geri ¢ekilir
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1.4.1.2. Kalip sentez yontemi

Kalip sentez yoOntemi, c¢esitli malzemelerden nanofiber iiretimi i¢in en etkili

yontemlerden biridir.

Kalip sentez yontemi, ¢esitli malzemelerden kontrol edilebilir uzunluk ve ¢apa sahip
bir dizi hizalanmig mikro/nano fiber, nanotlip ve nanotel {iretimi i¢in etkili bir
yontemdir. Kalip sentez yontemi ile nanofiber tiretiminde homojen ¢apli gézenekler
iceren nano gozenekli bir zar kalip kullanir. islem normal olarak {i¢ adimdan olusur:
(i) onciillerin emdirme yoluyla kaliplarla birlesmesi, (ii) reaksiyon, ¢ekirdeklenme ve
biiylime sirasinda kati tiirler olugmasi ve (iii) olusan fiberin kaliptan ¢ikarilmasi. Fiberi
sentezden sonra kaliptan ¢ikarmak igin, kullanilan kalibin 6zelligine gore kalsinasyon
ve daglama gibi kimyasal yontemler ve ¢6ziilmeyi igeren fiziksel yontemler kullanilir.
Bu yontem diizgiin gézenekli nanofiberlerin boyutlarinin kontroliine izin verir. Ancak
sentez sonrast kalib1 ¢ikarmak igin gesitli islemler gerektirmesi dezavantaj olarak
gorilir (Zhang vd., 2006; Khan, 2010; Li vd., 2016). Sekil 1.2.’de polimer
¢ozeltisinden su basinci altinda nano 6l¢ekli ¢apli gézeneklerden gegirilerek nanofiber
tretiminin yapildigi kalip sentez yonteminin sematik gosterimi goriilmektedir

(Barhoum vd., 2019).
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membran

katilasan
cozelti ) nano gizenekler

—

kalip R
nanofiberler v

Sekil 1.2. Kalip sentez yonteminin sematik gosterimi
1.4.1.3. Faz aywrma yontemi

Faz ayirma yontemi uygun ¢oziicii kullanarak ¢oziilme, jellesme, 6ziitleme ardindan

dondurma ve kurutma tekniklerinden olusur. Bir teflon oluktaki bir polimer ¢6zeltisi,
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11l iglem yardimi ile bir jele doniistiiriiliir ve elde edilen jel, dondurularak kurutma
islemi yoluyla kurutulur. Sekil 1.3.’de faz ayirma yonteminin sematik gosterimi
gosterilmistir. Polimer derisimi ve jellesme sicakligi ¢ogunlukla jel olugsma siiresini
etkiler. Yiiksek ve diisiik jelasyon sicakliklar1, nano 6lgekli trombosit benzeri yapilarin
ve fiber aglarin olusumuna yol agar. Uretilen nanofiberler sonsuz fiberlerden olusan
bir aga sahip gozenekli bir yapiya sahiptir ve 50-500 nm ¢apindadir. Isil islem, solvent
tipi, polimer tipi, jellesme siiresi ve sicakligi nanofiberlerin morfolojisini etkiler. Bu
teknik, siirekli nanofiber iiretimine olanak saglamasinin yaninda basit ve ucuz oldugu
icin nanofiberlerin seri liretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte,
zaman alic1 bir iglem olmasi, laboratuvar 6l¢eginde tiretimde sikintilar, yapisal stabilite
eksikligi ve gozenekliligi saglamada zorluk ve tiim polimerler i¢in uygulanamamasi

gibi bazi 6nemli sinirlamalar1 vardir (He vd., 2014).
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Sekil 1.3. Faz ayirma yonteminin sematik gosterimi
1.4.1.4. Kimyasal buhar biriktirme yontemi (CVD)

CVD, yiiksek sicaklikta gerceklesen katalitik reaksiyonlar vasitasiyla buhar fazindan
metal oksit ve karbon nanofiberlerin olusumu i¢in genellikle kullanilan bir yontemdir.
CDV ile karbon ve metal oksit fiberlerin yani sira silikon, filamentler ve karbon
nanotiip de iretilmektedir. CVD yonteminde substrat, ayrisan veya reaksiyona giren
bir veya daha fazla ugucu oncii madde ile substrat ylizeyinde muamele edilir. Boylece
tiretilmek istenen fiber substrat ylizeyinde sentezlenir. Reaksiyon odasindaki gaz akisi
sayesinde islem sirasinda olusan Ugucu yan tiriinler giderilir. Bu yontem tamamen gaz
fazinda gergeklestigi i¢in seri liretim i¢in kullanim1 uygundur. Fakat iiretilen fiberlerin
kalitesi iyi olmadig1 i¢in nanofiber iiretimde ¢ok fazla kullanilmayip daha ¢ok karbon

nanotiip tiretiminde kullanilmaktadir (Creighton ve Ho, 2001; Patil vd., 2012).

21



1.4.1.5. Kendiliginden birlegsme yontemi

Kendiliginden birlesme yontemi, 6nceden var olan bilesenlerin kendilerini istenen
islevlere ve kaliplara gore organize edildigi bir yontemdir. Bu yontem ile ¢ok cesitli
peptitlerin ve proteinlerin ¢ok kararli nanofiber yapilar iirettigi gosterilmistir. Bu
nanofiberler olaganiistii diizenlilik, baz1 durumlarda sarmal periyodikligine sahiptir ve
¢ok iyi siralanmiglardir. Molekiiler yapilarin kontrol edilmesi sonucu nanofiberlerin
ylizey yapisi ve ¢ap1 degistirilebilir. Fakat {iretim veriminin diisiik olmasi ve yontemin
karmagiklig1 gibi dezavantajlarindan dolay1 ¢ok fazla tercih edilmemektedir. Sekil
1.4°de ¢esitli peptitler ile kendiliginden birlesme yontemi ile iiretilen nanomalzemeler

gosterilmistir (Zhang, 2003).
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Sekil 1.4. Cesitli peptit malzelerin kendiliginden birlesme ile iiretimi: (a) iyonik kendi
tamamlayici peptid, (b) bir cesit siirfaktan benzeri peptid, (c) yiizey nano kaplama peptidi ve (d)
molekiiler anahtar peptidi

1.4.1.6. Eriyik piiskiirtme yontemi

Eriyik piiskiirtme yonteminde ilk olarak polimerik yap1 eriyik haline getirilir ve daha
sonra filtreden gecirilerek pompa yardimiyla bir delikten puiskiirtiiliir. Bu delikten
¢ikan erimis polimer sicak havaya maruz birakilirken diger taraftan ise soguk havaya
maruz birakilir. Béylece erimis polimer katilagir ve nanofiber elde edilir. Bu yontemde
polimerleri ¢6zmek i¢in ¢oziicli gerekmedigi i¢in diger liretim yontemlerine gore daha
ekonomiktir. Sekil 1.5. eriyik piskiirtme yonteminin sematik gdsterimini
gostermektedir (Hassan vd., 2013; Zhang ve Lua, 2014; Ko ve Wan, 2014).
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Sekil 1.5. Eriyik piiskiirtme yonteminin sematik gosterimi

1.4.2. Elektroegirme yontemi

Elektroegirme yontemi, elektrostatik kuvvetler kullanarak nanometre ile mikrometre
arasinda degisen ¢aplarda polimer fiberlerin tiretimi igin en etkin, kolay uygulanabilen,
ekonomik, hizli ve ¢ok yonlii bir fiber iiretim teknigidir. Bu yontem homojen ¢ap,
yiiksek yilizey/hacim oranina sahip, ayarlanabilir gozeneklilik ve tercih edilen
ozelliklere ulagsmak i¢in nanofiber boyutunu ve morfolojisini kontrol etme kabiliyeti
gibi say1siz avantajlar sunmaktadir. Bu avantajlarindan dolay1 elektroegirme yontemi
ile tretilmis nanofiberlerin ilag salinimi, doku miihendisligi, enerji depolama ve
doniigiimii, kataliz ve savunma sanayi olmak tizere bir¢ok alanda kullanimlar1 vardir

(Verrect vd., 2003; Matthew vd., 2007; Bhardwaj ve Kundu, 2010).

Giiniimiizde ¢esitli yontemlerle nanofiber {iretimi gergeklestirilmistir. Fakat
elektroegirme yontemi, elektrostatik fiberlerin iiretiminde kullanilan stirekliligi olan
ve en basit yontemlerden bir tanesidir. Bu islemde elektrik kuvveti hem dogal hem de
sentetik polimerlerden nanometre ya da mikrometre araliginda degisen ortalama

boyutta nanofiberler olusturmak i¢in kullanilir (Bhardwaj ve Kundu, 2010).

Elektroegirme cihazi genel olarak; (i) yliksek voltajli giic kaynagi, (i1) polimer
cozeltisinin akis hizim1 kontrol etmek icin kullanilan besleme {initesi ve (iii)
nanofiberlerin biriktirildigi toprak baglantili toplayici olmak iizere ii¢ ana bilesenden
olusur. Bu islemde, ¢ozeltiyi (partikiil slispansiyonu, polimerik veya erimis ¢ozelti)
igeren bir siringanin igne ucundan ¢ikarmak i¢in sabit hizda bir siringa pompasi
kullanilir. Sekil 1.6.°da elektroegirme cihazinin sematik gdsterimi verilmistir

(Barhoum vd., 2019).

23



—

Nanofiber

2

T

Taylor Nt )
l,\ 1

- Konisi ! R\
[l BN
) . \ A .' t

' I i"-“‘) ‘

[, J[ ,‘ ] Elektroegirme jeti

Yiiksek volta] I -

enerfi Kaynaf -
Toprakl hedef

Sekil 1.6. Elektroegirme cihazinin sematik gosterimi

Elektroegirme yonteminde Oncelikle ¢alisilacak polimer uygun ¢oziicliide ¢oziilerek
polimer ¢ozeltisi hazirlanir. Polimer ¢dzeltisi siringa yardimiyla besleme iinitesine
yerlestirilir. Siringa ile tam karsisinda bulunan toplayici plaka arasina gii¢ kaynagi
vasitasiyla yiiksek gerilim uygulamak suretiyle elektriksel alana maruz birakilir.
Besleme {initesinin ¢alistirilmasi ile birlikte sirganin ug¢ kisminda bir damla polimer
¢ozeltisi olusur. Bu sirada ignenin ucundaki damlacik, yiizey gerilimi ve elektrostatik
itme olmak tizere iki zit kuvvete maruz kalir. Elektrostatik itme kuvveti, damlaciklarin
ylizey gerilimini asmaya basladigi anda ignenin ucundaki damla deforme olur. Bu
deforme damlaciga Taylor konisi denilmektedir. Elektrostatik kuvvet yiizey gerilimini
astiginda ¢ozeltinin ince yiiklii polimerik jeti igne ucundan disari atilir. Yiizey gerilimi
ve elektrostatik kuvvet arasindaki etkilesim jet akimini gerer ve ¢dOziiciiniin
buharlagsmasina neden olan bir firlatma hareketine maruz birakir. Bu jet akimi uzun ve
ince bir lif olarak siirekli uzamasina neden olur. Olusan fiber katilasarak topraklanmis
toplayici plakada biriktirilir ve béylece homojen fiberler olusur (Greiner ve Wendorff,
2007; Liang vd., 2007; Elahi vd., 2013).

1.4.4. Elektroegirme yontemini etkileyen parametreler

Birgok arastirmaci, nanofiberlerin iiretim islemini aciklamaya ve elektroegirme
parametrelerinin fiber morfolojisi tizerindeki etkisini belirlemeye ¢alismistir.
Elektroegirme yonteminde nanofiberlerin morfolojisi ve homojenligi (i) polimer
¢oOzeltisi parametreleri, (ii) islem parametreleri ve (iii) ortam parametreleri olmak
tizere li¢ ana baglik g6z Oniine alinarak belirlenir (Ramakrishna vd., 2005; Li ve Wang,
2013). Sekil 1.7.’de bu parametreler 6zetlenmistir (Ding vd., 2019).
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Sekil 1.7. Elektroegirme yontemini etkileyen parametreler

Derisim ve viskozite: Cozelti viskozitesi fiber capini etkileyen en Onemli
parametrelerden biridir. Daha yiiksek viskoziteye sahip ¢ozeltiler kullanildiginda daha
biiyiikk ¢aph fiberler olusur (Fong vd., 1999). Polimer ¢ozeltisinin Vviskozitesinin,
polimer derisimiyle dogrudan orantili oldugu tespit edilmistir. Bunun igin, polimer
derisiminde meydana gelen artis oldugunda, fiber ¢apida artacaktir. Deitzel vd (2001)
giic yasasi iligkisine gore fiber ¢apinin, artan polimer derisimi ile arttigini gostermistir.
Demir vd (2002) ise fiber ¢apinin polimer derisiminin kiipiiyle orantili olarak arttigin
gostermistir. Sekil 1.8.’de ortalama fiber ¢capinin, polimer derisiminin kiipiiyle orantili

olarak arttigin1 goéstermektedir (Zhao vd., 2016).

o
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Sekil 1.8. Polimer derisiminin ortalama fiber capina etkisi

Fong vd. (1999) fiber morfolojisinin hem polimer ¢6zeltisinin viskozitesinden hem de
derisiminden etkilendigini gostermistir. Cok sayida boncugun diisiik viskozitede

olustugu ve bunun sonucunda “fiberdeki boncuklar” morfolojisi ile sonuglandigi
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goriilmiistiir. Yiiksek viskozitede boncuksuz fiberler elde edilmistir. Sekil 1.9. diisiik
ve yiiksek viskoziteye sahip olan ¢ozeltilerden elektroegirme yontemiyle elde edilen
PEO fiberlerin SEM goriintiilerini gostermektedir (Fong vd., 1999).

1h: 1835 centipoise

Artan vizkozite

Bircok boncuk Boncuk vok

Sekil 1.9. Vizkozitenin nanofiberler iizerine etkisini gosteren SEM goriintiileri

Yiizey gerilimi: Elektroegirme yontemiyle nanofiber elde edebilmek i¢in uygulanan
elektrostatik kuvvetin, siringa ucundaki damla polimer ¢ozeltisinin yiizey geriliminden
daha yiiksek olmasi gerekir. Bu nedenle polimer ¢ozeltisinin sahip oldugu yiizey
gerilimi nanofiber olusum parametrelerinden bir digeridir. Doshi ve Reneker (1995)
tarafindan, bir polimer ¢6zeltisinin yiizey gerilimi azaltilarak boncuksuz fiberlerin elde
edilebilecegi gorilmistiir. Fakat, bu genelleme, Liu ve Hsieh (2002) tarafindan,
seliiloz asetatin aseton ve dimetilasetamid (DMAC) karisimi iginde ¢oziilerek
elektroegirilmesi sonucunda olusan fiber iiretme ¢alismalarinda oldugu gibi her zaman
dogru degildir. DMAc’1n yiizey gerilimi 32,4 dyn/cm iken bu deger aseton i¢in 23,7
dyn/cm’dir. Coziicii olarak tek basina aseton veya DMAC kullanildigi zaman ise,
boncuklu fiberler elde edilmisti. DMAC ve aseton birlikte ¢oziici olarak
kullanildiginda, yiizey gerilimi 23.7 ile 32.4 dyn/cm arasinda degisir ve bu durumda

boncuksuz fiberler gézlenmistir.

Tletkenlik: Cozeltinin iletkenligi ¢ozeltinin elektrik akimini tasima kabiliyeti olarak
da tanimlanabilir. Bir polimer ¢dzeltisine tuz veya iyon ilave edilmesi iletkenligi
arttirir ve bu durumda jet yiizeyinde daha yiiksek bir sarj yogunlugunun elde edilmesi
ile jete daha fazla elektrik yiikiiniin gelmesine neden olur. Jet tarafindan taginan yiikiin
artmas1t sonucu olarak, elektrik alani altindaki jet {izerinde daha yiiksek uzama
kuvvetleri olusur. Bu da az boncuk ve daha ince fiberlerin olusumuna neden olabilir.
Zong vd (2002) polimer ¢ozeltisi igindeki tuz derisiminin artmasiyla, daha ince ve

daha az boncuk olusumunun gézlendigini bildirmistir. Lee vd. (2003) ise daha yiiksek
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elektriksel iletkenlige sahip bir ¢oziicti kullanilmasi durumunda, daha kiiciik ¢aplara
sahip PCL fiberlerin iiretilebilecegi sonucuna varmustir. Sekil 1.10.’da iletkenligin

ortalama fiber ¢apina etkisi gosterilmistir. (Lee vd., 2003).
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Sekil 1.10. iletkenligin ortalama fiber ¢apina etkisi

Molekiil agirhigi: Molekiiler agirlik, ¢ozeltinin viskozitesini belirleyen en onemli
parametrelerden biridir. Ayn1 polimere ait yiiksek molekiil agirlikli ve diisiik molekiil
agirliklt iki 6rnek ayni ¢oziiclide ¢oziildiiklerinde genellikle yiiksek molekiil agirlikli
ornegin olusturdugu c¢ozeltinin viskozitesi daha yiiksek olmaktadir. Yiiksek molekiil
agirhigr yiiksek derecede polimer zincir dolanmasina neden oldugu igin, molekiil
agirhigr ile polimer zincir uzunlugu dogru orantilidir. Polimer derisiminin ve
viskozitesinin bir sonucu olan Berry sayist polimer zincir dolagsma derecesinin bir
gostergesidir. Yiiksek derecede polimer zincir dolasmasinin gostergesi yiiksek Berry
sayisidir. Berry sayisinin, fiber morfolojisi ve ¢api ile pozitif korelasyon gosterdigi
bulunmustur. Bu da daha yiiksek molekiil agirlikli polimer kullanildiginda olusan
fiberlerin ¢aplarmin daha biiyiik oldugunu ve daha az boncuklu fiber olustugunu
gosterdi. Koski vd (2004) farkli molekiil agirlikli PVA kullanilarak yapilan bir
caligmada fiber ¢apinin agirligi ve Berry sayisi ile arttigi bildirilmistir. Diisiik molekiil
agirlikli PVA kullanildiginda (bu durumda Berry sayist <9 dur), boncuklu fiberler,
yiiksek molekiil agirlikli PVA kullanildiginda (bu durumda Berry sayisinda> 9 dur)
biiyiikk ¢apli yassi fiberler elde edilmistir. Bu ¢alismaya ait SEM goriintiileri Sekil
1.11.’de verilmistir (Koski vd., 2004).
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(a) 25wt%, 9000 10000g/mol (b) 25m% 13000 -23000g/mol  (c) 25wt%, 31000-50000g/mol

Sekil 1.11. Molekiil agirh@imin fiber morfolojisi iizerine etkisi

Dielektrik sabiti: Dielektrik sabiti, bir malzemenin kapasitor dielektrik maddesi
olarak kullanildiginda sarj etme yetenegini tanimlayan bir malzeme o6zelligidir.
Dielektrik sabitinin artmasi sonucu malzemenin yiik depolama kapasitesinde de bir
artis meydana gelir. Metilen kloriir (MC) 9,1 dielektrik sabitine sahipken, dimetil
formamidin (DMF) dielektrik sabiti 36,7°dir. Polimer ¢ozeltisi icindeki DMF oraninin
arttirilmasi sonucunda ¢oziiciiniin dielektrik sabiti de artar. Sekil 1.12.°de goriildiigi
gibi coziiciiniin dielektrik sabiti arttikca elektroegirme yontemiyle iretilen PCL

nanofiberlerin ¢apinin azaldigi bulunmustur (Lee vd., 2003).
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Sekil 1.12. Dielektrik sabitinin ortamala fiber capina etkisi

Coziiniin kaynama noktasi: Diisiik kaynama noktasi, ¢6ziiciiniin atmosferik kosullar
altinda buharlasmasini kolaylastirmasindan dolay1 elektroegirme uygulamalarinda
istenen bir 6zelliktir. Bu 6zellik, polimer fiberlerinin kuru halde birikmesini tegvik
eder (Matthews vd., 2002). Bununla birlikte, asir1 diisiik kaynama noktasina sahip bir
¢oziicli, ¢oziicliniin hizli bir sekilde buharlagmasi nedeniyle, siringanin ucundaki
ignenin sik sik tikanmasina neden olmaktadir. Wannatong vd. (2004) polistiren fiber
¢apiin, ¢Oziicliiniin kaynama noktasinin artmasi ile azaldigini bildirmistir. Siringa
ucundan topraklanmis toplayict plakaya piiskiirtiilmesi sirasinda atilan yiikli bir jet

¢ok daha diistik bir ¢apa gerilir. Coziicliniin yavas yavas buharlagsmasi nedeniyle jetin
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viskoelastik 6zellikleri degisir. Viskoelastik kuvvet elektrostatik kuvveti astiginda, jet
daha fazla gerilemez. Bunun sonucu olarak, polistrenin hem THF hem de toluendeki
cozeltileri (sirasiyla 65-66°C ve 111°C diisiik kaynama noktalarina sahip olan), DMF
ve m-kresol ¢ozeltilerindekinden daha biiyiikk ¢aplara sahip fiberler verir. Sekil
1.13.’de fiber ¢apina ¢oziiciiniin kaynama noktasinin etkisi grafigi gosterilmistir

(Wannatong vd., 2004).

Fiber yancap:

Cozicliniin Kaynama noktas

Sekil 1.13. Fiber capina ¢oziiciiniin kaynama noktasinin etkisi

igne ucu ile toplayic1 arasindaki uzakhik: igne ucu ile toplayici plaka arasindaki
mesafe ne kadar fazlaysa, fiberler kendilerini kararsiz bolgede uzatmak igin daha uzun
stire kalacaklar1 ve daha uzun mesafe almalar1 gerektigi icin fiber cap1 o kadar ince
olacaktir. Doshi ve Reneker (1995), jet ¢apinin Taylor konisinin tepesine olan mesafe
arttikca azalacagini yani igne ucuna olan uzakligin artmasi ile fiber ¢apinin azalacagin
bildirmislerdir. Sekil 1.14. agirlik¢a %4’liik PEO ¢6zeltisi i¢in voltajin 10 KV oldugu
kosulda Taylor konisinin tepesine olan mesafenin bir fonksiyonu olarak jet ¢capinin

grafigini gostermektedir (Doshi ve Reneker, 1995).
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Sekil 1.14. Fiber ¢apina jet capimn etkisi
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Voltaj: Elektroegirme yonteminde uygulanan voltaj degistiginde ¢ozeltiye uygulanan
yiiklerin miktar1 degisir. Artan voltaj, elektroegirme jetini hizlandirir ve bunun sonucu
ignenin ucunda hacimsel olarak daha fazla ¢6zelti olusur. Cozeltinin akis hizi sabit
tutulursa, daha az kararli ve daha kiigiik bir Taylor konisi olusur. Bu durum sonucunda,
Taylor konisi igneye dogru gekilir. Bunun da boncuk olusumunda artis gozlenebilir
(Deitzel vd., 2001; Zhong vd., 2002). Uygulama voltajinin fiber morfolojisi iizerine
etkisi ile ilgili birbirinden farkli bir¢ok rapor vardir. Bazi ¢alismalarda uygulanan
yiiksek voltajin, ¢ozeltinin daha fazla gerilmesine yol a¢tigi ve bunun da daha ince
fiberler olusturdugunu gostermistir (Lee vd., 2004; Buchko vd., 1999). Diisiik
viskoziteli bir ¢ozeltinin yiiksek voltajda elektroegrilmesi ayrica ikinci bir jet
olusumunu destekler ve bu da daha kiiciik fiber ¢api ile sonug¢lanacaktir. Zhao vd.
(2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise uygulanan voltajin azalmasi ile
elektrostatik alanin yiiklii ¢ozelti jeti lizerindeki etkisinin azalmasiyla sonuglanacagi
Ve jetin anottan toplayiciya gitme siiresinin uzayacagini bildirmislerdir. Bu durumun
yikli jetin ayrilmasi ve uzamasi i¢in daha elverisli sartlar saglandigi i¢in dar ¢ap
dagilimli ince fiberlerin kolayca olustugunu gézlemlemislerdir. Bununla birlikte, fiber
olusumu icin uygulanan elektrostatik kuvvetin polimer ¢ozeltisinin ylizey
geriliminden daha yiiksek bir degerde olmasi gerekir. Bu degere kritik deger
denilmektedir. Sonug olarak, elektrostatik alanin gerilimi, elektroegirme isleminde
kritik degere yakin oldugunda, kiigiik capli ve dar ¢ap dagilimli fiberler kolayca
olusturulabilir. Sekil 1.15.’de gerilim artmasi ile elektroegirme islemine ve nanofiber

capina etkisi sematik olarak gosterilmistir (Zhao vd., 2004).

.

Artan jet uzamasi Azaltlnug uguy silresi Coklu jet

! | 1

Sekil 1.15. Elektroegirme islemi ve nanofiber ¢apina artan gerilimin etkisi

Wu vd. (2012) gerilimin daha da artmasiyla egilim tersine donmeden once fiber

caplarinin voltaj ylikselmesiyle minimum seviyeye diistiigiini géstermistir. Bunun tam
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tersi, baslangigta fiber capinin daha yiiksek voltajla arttigini, fakat belirli bir uygulama
voltajinin iizerinde, olusan fiber ¢apinin azalmaya basladigini gdsteren g¢aligmalarda
mevcuttur (Mazoochi vd., 2012). Cozelti damlaciklarinin gerilmesi, daha yiiksek
voltajla artabilirken, yiiksek voltaj, artan potansiyel farkliligindan dolay1 kollektore
kars1 daha hizli ivmelenmeye yol agabilir, bu da jetin anottan toplayiciya gitme

stiresini azaltir. Bu durumda ise daha biiyiik ¢apli fiber olusumu gozlenir.

Sonug olarak yapilan literatiir caligmalar1 goz oniine alindiginda uygulanan voltajin
degistirilmesinin fiber ¢apini etkiledigi ama uygulanan voltaj arttiginda fiber ¢ap1 artar

ya da azalir gibi bir genelleme yapilabileceginin miimkiin olmadig1 goriilmektedir.

Akis hizi: Zong vd. (2002) daha diisiik ¢ozelti akis hiz1 uygulandiginda kiire benzeri
boncuklara ve daha kiigiik capa sahip fiberler olustugunu bildirdi. Daha yiiksek ¢ozelti
akis hiz1 uygulandiginda ise daha biiyiik ¢apa sahip lifler ve boncuklar gézlemlediler.
Daha yiiksek akis hizinda diizenegin ucunda asili olan damlacik daha biiyiik
olacagindan jet, akiskan1 daha yiiksek bir hizda tasir. Bunun sonucu olarak fiberlerin
toplayiciya ulasmadan kurumasi miimkiin olmaz ve daha biiylik capa sahip fiber
olusmasina neden olur. Sekil 1.16. 20 pL/dk ve 75 pL/dk akis hizinda tiretilen fiberleri
SEM goriintiileri incelendiginde daha diisiik akis hizinda daha kii¢iik boncuklar ve
daha ince fiberlerin olustugu, daha yiiksek akis hizinda ise daha biiyiik boncuklar ve
daha biiyiik fiberlerin olustugu gozlemlenir (Zong vd., 2002).

e

Sekil 1.16. Farkh akis hizlarinda elde edilen nanofiberlerin SEM goriintiisii (a) 20 pl/dk ve (b)
18 pl/dk

Igne capr: igne capr ne kadar kiiciik olursa, fiberlerde o kadar kiigiik olur. Katti vd.
(2004), daha kiigiik ¢apli igne kullanildiginda, daha kii¢iik gapli PLAGA nanofiberler
elde edildigini gostermistir. Sekil 1.17. PLAGA fiber ¢apinin, igne cap1 azaldikga
azaldigin1 gostermektedir (Katti vd., 2004).
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Sekil 1.17. Nanofiber yaricapina igne capmin etkisi

Sicaklik: Demir vd. (2002) elektroegirme isleminin oda sicakligina kiyasla yiiksek bir
sicaklikta (70°C) yapildiginda poliiiretan fiber caplarinin daha homojen oldugunu
bildirmistir. Fiber egirme sicakliginin arttirilmasi ile daha homojen fiberlerin elde
edilmesi arasindaki iligki tam olarak anlasilmamustir. Ayrica, fiber egirme sicakliginin
artmastyla birlikte fiberlerin elektoregrilme 6zelliginin arttig1 da kaydedilmistir. Oda
sicakliginda elektroegrilebilen poliliretan polimer ¢ozeltisi i¢in en yiiksek derisim,
agirlikga %12,8 iken, 70°C’lik sicaklikta agirlikca %21,2°dir. Polimer ¢6zeltisinin

viskozitesinin azalmasi ile elektroegrilme 6zellligi artar.

Sonug olarak elektroegirme isleminde ortam sicaklig: arttik¢a ¢oziiciiniin buharlagma
hizinin artmasi ile viskozite azalirken ¢6ziiniirliik artar. Bu durum polimer jetinin

uzamasina ve jet uzadik¢a daha homojen dagilimli fiber yapilar olusmasina neden olur.

Nem: Kim vd. (2004) ortalama polistiren fiber ¢apimnin, elektroegirme isleminin
yapildig1 ortamdaki havanin bagil nemin artmasiyla arttigin1 bulmustur. Daha yiiksek
bagil nem fiber yiizeyindeki elektrostatik yiik yogunlugunu arttiracags i¢in daha kalin
fiberlerin olusmasma neden olur. Nemin fiber capmna etkisi Sekil 1.18.’de

gosterilmistir (Kim vd., 2004).
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Sekil 1.18. Fiber capina nemin etkisi
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Yiiksek nem, jet igindeki ¢Oziiciiniin buharlasma oranmni etkiler. Boylece bir fiber
toplayiciya ulastiginda, i¢inde bir miktar ¢oziicli kalir. Coziicli daha sonra buharlasir
fakat fiberin gézenekli bir yapida olamasina neden olur. Jeun vd. (2007) nemin,
elektroegirme yontemi ile elde edilmis poli (L-laktit-co-D, laktit) (PLDLA) fiberinin
morfolojisi ilizerindeki etkisi, Sekil 1.19.’da gosterilmistir. Nem miktar1 arttik¢a
ylizeydeki gozenek capinda, biyiikliigiinde ve sayisinda bir atisa neden oldugu
goriilmustiir (Jeun vd., 2007).

Sekil 1.19. Fiber morfolojisine nemin etkisi (a) %30 (b) %650 (c) %70

1.5. Enzimler

Hiicre, yasam sistemlerinin temel yap1 tas1 olan yapisal ve islevsel yasam birimidir.
Hiicreler, iistiin katalitik verime ve hem substrat hem de reaksiyon spesifikligine sahip
olan ve enzimler olarak bilinen biyokatalizorleri etkin bir sekilde kullanma
kabiliyetine sahiptir. Enzimler substratlar igin yiiksek 6zgiilliige ve yiiksek katalitik
giice sahip olmalar1 nedeniyle enzimler hiicresel metabolizmadaki biyolojik
reaksiyonlar i¢in ¢ok onemlidirler. Hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda
meydana gelen tim kimyasal reaksiyon, enzimatik kataliz sayesinde 6l¢iilebilir bir
oranda ilerler (Bhatia, 2018).

Biyokimya tarihinin ¢ogu, dogrudan veya dolayli olarak enzimler iizerine yapilan
aragtirma tarihiyle ilgilidir. Biyolojik sistemlerdeki kataliz ilk olarak etin sindirimi
lizerine yapilan arastirmalara dayanarak 1800’lerin basinda yapilan calismalarda
ortaya konulmustur. 1837°de Berzelius, diastazin nisastay1 “in vivo” olarak siilfiiriik
asitten daha yiiksek verimle parcaladigini gostermistir. Bu ¢alisma belirli bir enzim
lizerine yapilan ilk c¢alisma olmakla birlikte fermantasyonun katalitik niteligini

belgelemistir. 1850’lerde Louis Pasteur, fermantasyonun canli organizmalar
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tarafindan baglatilan bir islem oldugunu, sekerin mayayla alkole fermantasyonunun,
fermentler tarafindan katalize edildigi bildirmistir. 1897°de Edward Buchner’in
sekerin alkole fermantasyonunu katalize eden enzimler kiimesinin ¢6ziiniir aktif
formunu maya hiicrelerinden izole etmesi enzim tarihindeki ana bulus olarak kabul
edilmektedir. Emul Fischer, yirminci yiizyilin baslarinda enzim 6zgilliigi ile ilgili ilk
sistematik ¢aligmalar1 yapmistir (Franzén ve Tois, 2003). Daha sonra, 1926’da James
Sumner, Jack Bean bitkisinden tireaz enzimini saf kristal formda elde etti ve lireazin
protein yapisinda oldugunu belirtti (Simoni vd., 2002). 1930°da John Northrop ve
arkadaglar1 pepsini ve tripsini kristallize ettiler ve enzimlerin protein yapisinda
olduklarin1 kesin olarak ortaya ¢ikardilar (Northrop, 1930). Daha sonraki yillarda
enzimoloji hizla gelismistir. Cizelge 1.1.’de yapilan enzim calismalar1 kronolojik

olarak verilmistir (Bhatia, 2018).

Cizelge 1.1. Enzim ¢calismalarinin kronolojisi

Referans Calisma

Payen ve Persoz (1833) Diaztaz ile malttan alkol ¢oktiiriilmesi

Berzelius (1835) Kataliz kavrami

Berzelius (1837) Biyolojik katalizin kesfi

Pasteur (1850) Sekerin mayayla alkole fermantasyonu

Wilhelmy (1850) Sakaroz déniisiim oranlarinin kantitatif degerlendirmesi
Kuhne (1878) Tripsin katalizli reaksiyonlarin kesfi, "enzim" kelimesinin tanitilmasi
Fischer (1894-1895 Anahtar Kilit hipotezi

Bertrand (1896-1897) Koenzim ve kofaktor

Buchner (1897) Coziinebilen aktif enzim formunun maya hiicrelerinden izolasyonu
Henri (1898) Isimlendirme: substrat art1 "az" eki

Harden ve Young (1901-1903) Kinetik hiz yasalarmin tiiretilmesi, enzim-substrat kompleksi ilkesi
Michaelis ve Menten (1913) Enzim katalizinin kinetik teorisinin genisletilmesi

Briggs ve Haldane (1925) Kararl hal yaklagimi ile enzim hiz denklemlerinin ¢ikarilmasi
Sumner (1926) Ureazin kristallestirilmesi

Northrop ve Kunitz (1930-1933)  Proteolitik enzimlerin kristallestirilmesi

Cori ve Cori (1937-1939) Kas fosforilazi

Beatle ve Tatum (1940) Bir gen bir enzim hipotezi

Chances (1943) Enzimlerin incelenmesi i¢in spektroskopik tekniklerin uygulanmasi
Koshland (1953) Indiiklenmis uyum hipotezi

Sutherland (1956) Siklik AMP adenil siklaz

Umbarger vd. (1956) Enzim aktivitesinin geri besleme inhibisyonu ile diizenlenmesi
Anfinsen (1956-1958) Aminoasit dizisi, riboniikleazin diizenini ve aktivitesini belirler
Jacob vd. (1961) Allosterism

Phillips vd. (1965) 1,5°A ¢oziiniirliikte elde edilen ti¢ boyutlu lizozim yapist

Enzim katalizli reaksiyonlar ve hiicre metabolizmasinda yer alan enzimler hakkinda
kapsamli arastirmalar yapilmistir. Bugiine kadar, her biri farkli bir kimyasal
reaksiyonu katalize eden yaklasik 2000°den fazla farkli enzim tespit edilmistir.

Gilinlimiizde, enzimlerin endiistriyel uygulanmalarina daha fazla odaklanilmaktadir.
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Enzimlerin yliksek verimi, onlar ticari olarak degerli kilar ve 6zgiilliikleri klinik tip,

eczacilik ve gida endiistrileri basta olmak {izere pek ¢ok alanda ¢esitli avantajlar sunar.

Enzimler, genellikle canli hiicreler tarafindan iiretilen, biyokatalizérler adi verilen
kompleks protein molekiilleridir. Hem Katalize ettikleri reaksiyonlarda hem de
substratlar olarak bilinen reaktiflerin segiminde oldukga spesifiktirler. Bir enzim tipik
olarak tek bir kimyasal reaksiyonu veya yakin iligkili reaksiyonlarin bir setini katalize
eder. Enzim katalizli reaksiyonlarda iiriin olusumunu etkileyen yani verimi diisiiren
yan Uriin olusumlar1 gozlenmez ve bu reaksiyonlar %100 verimle gerceklesir.
Enzimler ayrica canli hiicreler tarafindan iiretilen, ancak hiicrelerden bagimsiz olarak
etki yapabilen ¢oziiniir, kolloidal ve organik katalizorler olarak da tanimlanabilir (Berg
vd., 2002). Enzimler hali hazirda gida, yem, kagit, deri, tarim ve tekstil endiistrisindeki
cesitli alanlarda kullanilmaktadir ve bu da tiretimde biiyiik maliyet diisiislerine imkan
saglamaktadir. Ayn1 zamanda bilimsel ¢aligmalarin hizla ilerlemesi enerji, hammadde,
saglik ve gevre ile ilgili sorunlarin ¢6ziimii i¢in kimya ve farmakolojik endiistrilerini

enzim teknolojisi kullanimi1 konusunda tegvik etmektedir.

Enzimlerin en yaygin avantajlarindan bir digeri ise hiicrelerden ¢ikarilmasindan veya
ayrilmasindan sonra bile siirekli olarak calisabilmeleridir. Bu, enzimlerin in vivo
ortamlardan ayrilmasindan sonra bile, in vitro kosullar altinda verimli bir sekilde
calismaya devam ettikleri anlamina gelir. Bu biyokatalizérlerin, izolasyonlarindan
sonra bile aktif bir durumda kaldiklar1 sonucuna varabiliriz. Prensip olarak, enzimler
toksik degildir, biyolojik olarak parcalanabilir ve endiistriyel uygulamalar igin bol
miktarda mikroorganizmalar tarafindan iiretilebilir. Rekombinant DNA teknolojisi ve
protein mithendisligi daha verimli ve faydali enzimler tiretmek i¢in siklikla kullanilir.
Endiistriyel tiretim ve enzimlerin kullanimi endiistrinin 6nemli bir pargasidir. Kimya,
proses miihendisligi, mikrobiyoloji ve biyokimya gibi alanlar arasindaki disiplinler
arasi 1$ birligi, miimkiin olan en 1yi enzim teknolojisini gelistirmek ve nihayetinde daha
fazla iriin elde etmek ve enzimin in vitro ortamlarda fizikokimyasal 6zelliklerini
korumak i¢in gereklidir (Bhatia, 2018).

Katalitik etki icin, kii¢iik miktarlarda bir enzim yeterlidir; bu miktardaki enzim,
substratlara kiyasla ¢ok daha kiigiiktiir. Enzim kiitlesi basina doniistiiriilen toplam
substrat derisimi genellikle ¢ok biiyiiktiir. Istisnasiz biitiin enzimler protein
yapisindadir ve bir proteinin tiim 6zelliklerini sergiler. Enzimlerin asir1 sicaklik, asiri

pH veya diger denatiire edici ajanlarla muamele edilmesi, tamamen katalitik aktivite
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kaybiyla sonuglanir. Enzim proteinlerinin birincil, ikincil, ii¢linciil ve kuaterner
yapilar1 gibi yapisal konfigiirasyonlar, katalitik etkinlikleri igin esastir. Katalitik
aktivitenin derecesi temel olarak enzimin yapisinin bir protein olarak biitiinliigiine
baglhdir. Yapilan ¢calismalara gore, enzimler yaklasik 12.000 ila 1 milyon Da arasinda
degisen molekiil agirliklarina sahiptir. Baz1 enzimler sadece polipeptitlerden olusur ve
amino asit kalintilar1 disinda kimyasal gruplar igermezler. Cok sayida enzim, bir
koenzim olarak bilinen spesifik, 1stya dayanikli, diisiik molekiiler agirlikli bir organik
molekiil gerektirir. Ayrica, bir dizi enzim, aktivite i¢in hem koenzim hem de bir veya
daha fazla metal iyon gerektirir. Biyokimyasal olarak tam bir aktif bilesik, katalitik
olarak aktif bir enzimin (protein kismi olarak da adlandirilir) bir koenzim veya bir
metal iyonu ile birlestirilmesiyle olusturulur, buna holoenzim denir. Bir holoenzimin
protein kismina apoenzim denir. Bu diizenlemede, bir koenzim kovalent veya kovalent
olmayan bir sekilde apoenzime baglanabilir. Bazi enzimlerde koenzim veya metal
iyonu yalnizca gevsek ve gegici olarak proteine baglanir. Bununla birlikte siki ve kalici
bir sekilde baglandiginda prostetik grup olarak adlandirilir. Bir prostetik grup,
kovalent olarak bagli bir koenzimi belirtir. Koenzimler ve metal iyonlari 1sitma altinda
kararlidir, bir enzimin protein kismi ise (apoenzim) 1s1 ile denatiire olabilmektedir

(Voet ve Voet, 2011; Nelson ve Cox, 2012).
Holoenzim = Apoenzim + Prostetik grup
(Toplam enzim) (Protein) (Protein olmayan)

Protetik gruplar, islevsel olarak koenzimler ve kofaktorler olarak iki ana sinifa
ayrilabilir. Koenzimlerin vitaminlerle biyosentetik olarak ilgili oldugu diisiiniilebilir.
Ormnegin; koenzim nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) hiicresel enerji
metabolizmasi i¢in hayati 6nem tasir ve vitamin Bs’lin kimyasal yapisin1 tamamlar.
Ayrica bir koenzim, enzim reaksiyonu boyunca kimyasal doniisiimii yagayan, belki de
farkli bir hiicresel bdlgeden ayr1 bir enzim gerektiren bir kosubstrat olarak
diistiniilebilir. Koenzimler bdylece hiicresel olarak apoenzimler arasinda ilerleyebilir
ve kimyasal gruplar transfer edilerek cesitli metabolik siirecler birlestirebilir
(Percudani ve Peracchi, 2003). Cizelge 1.2. yaygin koenzimlerin ve fonksiyonlarinin

bir listesini gostermektedir (Bhatia, 2018).
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Cizelge 1.2. Spesifik atomlarin veya fonksiyonel gruplarin transferinde kullanilan ¢esitli

koenzimler
Koenzim Transfer edilen grup
Tiamin pirofosfat Aldehitler
Tetrahidrofolat Diger bir karbon grubu
Piridoksal fosfat Amino gruplar1
Nikotinamid adenin diniikleotid Hidrojen atomlar1 (elektronlar)
Flavin adenin dintikleotid Hidrojen atomlari (elektronlar)
Koenzim A Acil gruplari
Biyositin CO,
Koenzim B12 H atomlar1 ve alkil gruplari

Karboksipeptidaz gibi diger enzimler kofaktorler olarak metal iyonlar1 gerektirir, iki
degerli katyonlar Mg*2, Zn*2 ve Mn*? en yaygin olanlaridir; bunlara genellikle enzim
aktivatorleri denir (Fischer vd., 2010). Cizelge 1.3.’te gesitli enzimler ve bunlarin
kofaktorleri listelenmistir (Bhatia, 2018).

Cizelge 1.3. Bazi enzimler ve kofaktorleri

Enzim Kofaktor
Piruvat kinaz K* ve Mg*
Ureaz Ni+2
Peroksidaz Fe*? veya Fe*3
Karbonik anhidraz Zn*?

Arginaz Mn*2

Alkol dehidrojenaz Zn*?

Katalaz Fe*? veya Fe*3

Bir katalizoriin rolii, kimyasal bir reaksiyonun hizin1 arttirmaktir. Bir kKimyasal
reaksiyonun hizi, kimyasal reaksiyonun hizinin daha da artmasina neden olabilecek
bir ¢oziiniir katalizor tarafindan yonetildiginde, buna homojen kataliz denir. Bu
durumda, kataliz bir ¢6zelti halinde gerceklesir. Katalizor, reaktanlardan ayr1 bir fazda
oldugunda veya bir ¢oziinmeyen ylizeyde veya immobilize edilmis bir matris lizerinde
kataliz meydana geldiginde, heterojen kataliz olarak bilinir. Enzimler ayrica biyolojik
katalizorler olarak da adlandirilir. Bu biyolojik katalizorler genel olarak homojen
katalizorlerin 6zelliklerine sahiptir, ancak membranlarda mevcut olan birka¢ enzim
¢oziinmez ve bu nedenle heterojen katalizorler olarak adlandirilir. Enzim 6zgiilliigii,
yalnizca bir veya birkac molekiili tanimlamak ve baglamak icin protein
katalizorlerinin mutlak 6zgilliigidiir. Enzim aktif bolgesinde, substrat ile baglanacak
sekilde tanimlanmis bir atom dizisi tasir. Enzimdeki bu aktif bolge, substratlarla dogru
sekilde eslesen bir sekle sahip olmalidir. Boylece, aktif bolgeli bir enzim, aktif

bolgelerindeki kimyasal reaktiflerle (substratlar) zayif bag etkilesimleri vasitasiyla
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baglandiginda spesifiklik elde edilir. Kimyasal bir tepkimeye girmek i¢in, bu aktif
bolge, kimyasal tepkenler ile gegici bir bag olusturan belirli kalintilari, baglayici bolge
olarak adlandirilan bazi katalizorleri tagirken, katalitik bolge, katalizden sorumlu olan
kalintilar1 tagir. Bir enzim, her zaman kovalent baglarin olusumunu ve pargalanmasini
iceren tek tip bir kimyasal reaksiyonu katalize eder. Belirli bir reaksiyona spesifik
olduklarindan, enzimlerin bu 6zelligine mutlak reaksiyon spesifikligi olarak da bilinen
reaksiyon spesifikligi denir, yani yan iiriinler olusmaz (Tekman ve Omer, 1981; Altan,
2000; Keha ve Kiihrevioglu, 2012).

Enzimlerin aktivitelerini  belirtmek i¢in IU (International Unit) ifadesi
kullanilmaktadir. Bir iinite enzim (EU); optimum kosullarda, 1 dakikada 1 pmol
substrat1 {irline doniistliren veya 1 pmol {iriin olusumunu katalizleyen enzim miktaridir
(Denklem 1.1.). Ayn1 zamanda enzim aktivitesinin dl¢iilmesinde spesifik aktivite de
kullanilmaktadir. Spesifik aktivite 1 mg protein basina diigen enzim {initesinin

sayisidir ve birimi U/mg ile ifade edilir (Denklem 1.2.) (Cernia vd., 2002).

Enzim Unitesi (EU) =2 (1.1)
o . u EU
Spesifik Aktivite (m—g) = ol (1.2)

1.5.1. Enzimlerin simiflandirilmasi

Enzimler genellikle katalizledikleri reaksiyonda kullanilan substratin adina -az son eki
getirilerek adlandirilir. Ornegin, iireyi CO2 ve NH3’a parcalayan enzime iireaz, arginini
ornitin ve {lireye parcalayan enzime arginaz denilmistir. Enzimler ayrica, farklh
substratlardan hidrojen ve karboksil uzaklastirilmasini katalize eden reaksiyon tipine
gore sirastyla dehidrojenazlar ve dekarboksilazlar olarak da adlandirilirlar. Kullanilan
bu adlandirma en azindan substratlar1 hakkinda bilgi verirlerken, biyokimyacilar
tarafindan substrat hakkinda hicbir bilgi ifade etmeyen bazi enzim adlar1 da
kullanilmaktadir. Ornegin, katalaz, tripsin, kimotripsin ve pepsin gibi. Isimlerin farkl1
kriterlere gore kullanilmasi sonucu ortaya ¢ikan karigiklik Uluslararast Biyokimya ve
Molekiiler Biyoloji Birligi’ni (IUBMB) bir siiflandirma sistemi Onermeye
yoneltmistir. Bu simiflandirmada, katalizlenen reaksiyon tipine gore alt1 ana enzim
smift goz onlinde bulundurulmustur. Her sinif alt siniflara ve alt alt siniflara ayrilir.

Enzimi tanimlamak i¢in kullanilan sayisal kod dort bilesenden olusur: ilk say1 ana

38



enzim sinifina karsilik gelir, ikincisi alt sinifi belirtir, tiglincii say1 alt alt sinifi gosterir
(bu sayilar, reaksiyona katilan atom gruplarinin dogasi dikkate alinarak verilir) ve
dordiinciisi, alt alt siniftaki enzimin sira numarasini temsil eder. Bir enzimi dogru bir
sekilde tanmimlamak i¢in kod numarasinin belirtilmesi gerekir. IUBMB enzimleri

katalizleme Ozelliklerine gore 6 ana gruba ayirmistir (Blanco ve Blanco, 2017).

1. Oksidorediiktazlar: Bu enzimler redoks reaksiyonlarini katalize eder. Koenzimler

ile iliskilidir ve dehidrojenazlari, oksidazlari, peroksidazlari ve oksijenazlari igerir.

Dehidrojenazlar substratlar olarak hidrojen donorleri ve akseptor olarak bir koenzim
kullanir. Degistirdikleri substratin adi ve ardindan dehidrojenaz kelimesi ile
belirtilirler. Ters reaksiyon g6z oniine alindiginda bunlara rediiktaz denir. Oksidazlar,
hidrojen akseptorlerinin molekiiler oksijen (O2) oldugu reaksiyonlart katalizleyen
enzimlerdir; oksijen atomlar1 okside olmus iriinde goériinmez. Peroksidazlar, bir
substrati oksitlemek i¢in H20. kullanan enzimlerdir, H.O2’i H2O’ya doniistiirirler.
Oksijenazlar, substrata oksijen katarlar. Dioksijenazlar ve monooksigenazlar olarak
ayirt edilebilirler. Dioksijenazlar, her iki O, atomunun da substrata yerlestirildigi
reaksiyonlari katalize eder. Monooksigenazlar substratta sadece bir Oz igerir, diger O2
ise H2O olusturur. Hidrojen atomu saglayan bir kosubstrat gerektirirler. Genellikle
substratta bir hidroksil grubu olusturulur ve bu onlara alternatif hidroksilaz adi verilir.
Bu gruptaki diger enzimler, iki substratt ayni anda oksitleyen karma fonksiyon
oksidazlaridir. Bir oksidorediiktaz 6rnegi, laktat dehidrojenazdir. Sistematik ismi L-
laktat: NAD oksidorediiktaz; geleneksel adi laktat dehidrojenaz ve kod numarasi
1.1.1.27°dir. Bu enzim, laktatin piruvata oksidasyonunun yani sira ters reaksiyonunu
da (piruvatin laktata indirgenmesi) katalize eder. Enzim, koenzim olarak nikotinamid
adenin diniikleotidi (NAD) kullanir. Katalizlenen reaksiyon Sekil 1.20.’de

gosterilmistir (Blanco ve Blanco, 2017).

CH, CH,
HO-CII-H + NAD" =—— (|3=O + NADH + H"

COO- COO°

Laktat Piruvat

Sekil 1.20. Laktat dehidrojenazin katalizledigi reaksiyon

2. Transferazlar: Bir amin, karboksil, karbonil, metil, agil, glikozil ve fosforil gibi bir

atom grubunun bir dondr substrattan bir akseptor bilesige transferini katalize eden
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enzimlerdir. Ornek olarak L-aspartat: 2-oksoglutarat aminotransferaz veya aspartat
aminotransferaz verilebilir (kod numarasi, 2.6.1.1). Bu enzim, Sekil 1.21.°de
goriildiigli gibi bir amin grubunun bir bilesikten digerine transferini katalize eden bir

aminotransferaz veya transaminazdir (Blanco ve Blanco, 2017).

COoO COO

COO CH, COO CH,

. CH, CH, CH; , CHy
H;N-C-H t C=0 =— (=0 + H;N-C-H
COO” COO” COO” COOr
L-Aspartat  2-okso-glutarat Okzaloasetat L-Glutamat

Sekil 1.21. Aspartat aminotransferazin katalizledigi reaksiyon

3. Hidrolazlar: Su ilavesiyle C-O, C-N, C-S ve O-P baglarinin ayrilmasini katalize
eden enzimlerdir. Ornegin, asetilkolinesteraz ve riboniikleaz bu gruba aittir;
asetilkolin, asetat ve kolin arasindaki ester bagini ve riboniikleaz ise, riboniikleik asit
(RNA) igindeki niikleotitler arasindaki baglar1 hidrolize ederler. Sekil 1.22.’de iire
olusturmak ig¢in arginin hidrolizini katalize eden arginaz veya L-arginin amidino
hidrolazin katalizledigi reaksiyon verilmistir (kod numarasi, 3.5.3.1) (Blanco ve
Blanco, 2017).

+ +
NH; NHy
C=NH CH,
NH NH, CH,
i (CH2)3 —+ HzO O:C\ “+ + CI:HZ
H;N-C-H NH, H;N-C-H
COO" Ure 0/0)
L-Arginin L-Ornitin

Sekil 1.22. Arginazin katalizledigi reaksiyon

4. Liyazlar: Bir substrattaki C-C, C-S ve C-N baglarinin (peptid baglar1 harig)
hidrolizden farkli bir islemle boliinmesini katalize eder. Bazilar1 substrattaki gruplar
cikarir ve ¢ift bag olusturur, digerleri ¢ift baglara gruplar1 baglayarak c¢ift bagi ortadan
kaldirir. Ornek olarak dekarboksilazlar, dehidratazlar, aldolazlar verilebilir, bunlar
sirastyla CO2, su veya aldehit gruplarimi ¢ikarirlar. Ters reaksiyon (bir grubun
eklenmesi) yapildiginda, bu enzimlerin sentez fonksiyonunu vurgulamak i¢in sentaz
ad1 verilir. Sentazlar enerji tedarikgileri olarak niikleosit trifosfat (ATP, GTP vb.)

gerektirmez. Sekil 1.23.°de aldolazin fruktoz-1,6-bisfosfati iki trioz fosfatina
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parcalayan reaksiyon gosterilmistir. Aldolazin sistematik adi fruktoz-1,6-bisfosfat: D-
gliseraldehit-3-fosfat liyaz; geleneksel adi fruktoz-bifosfat aldolaz; ve kod numarasi
4.1.2.13’tir (Blanco ve Blanco, 2017).

P-O-CH, H,C-O—-P H,C-O—-P ?Hon
]
H—?—OH —+ (Ij:O
OH OH H,C:0 H,C—O—P
1,6-bifosfat-fruktoz D-gliseraldehit-3-fosfat Dihidroksiasetonfosfat

Sekil 1.23. Aldolazin katalizledigi reaksiyon

5. iIzomerazlar: Geometrik, optik ve yapisal izomerlerin birbirlerine doniistiigii
reaksiyonlar1 katalizleyen enzimlerdir. Bazilarinin epimeraz, rasemaz, cis-trans
izomerazlar, sikloizomeraz ve tautomeraz gibi geleneksel isimleri vardir. Bu enzim
grubu iginde, glukoz-6-fosfatin fruktoz-6-fosfata dontisiimiinii katalize eden
fosfoglukoizomeraz vardir. Sekil 1.24.’de kod numarasi, 5.3.1.1 olan triozfosfat
izomeraz veya D-gliseraldehit-3-fosfat ketol izomerazin katalizledigi reaksiyon

gosterilmistir (Blanco ve Blanco, 2017).

H

CH,OH 'C=0
(|3=O s H-(;-OH
H,C-0-PO,> H,C-0-PO;*
Dihidroksiasetonfosfat D-gliseraldehit-3-fosfat

Sekil 1.24. Triozfosfat izomerazin katalizledigi reaksiyon

6. Ligazlar: Bir niikleosit trifosfatin yiiksek enerjili bir baginin hidrolizi ile agiga
c¢ikan enerjiyi kullanarak iki molekiiliin birbirine baglanmasini katalize ederler. Olusan
reaksiyonlar C-C, C-S, C-O veya C-N baglar1 olusturur. Sekil 1.25.’de glutamin
olusturmak i¢in glutamin sentetazin katalizledigi reaksiyon gosterilmistir. Sentez igin

gereken enerji ATP’nin hidrolizi ile saglanir (Blanco ve Blanco, 2017).

H,N_ |
(.: 00 2 \(I:,O
CH, CH,
CH, + NH4+ + ATP CH, + ADP + P
+ 1 + 1
H3N_(,:_H Amonyum H3N‘(I:‘H

COO COO

L-Glutamat L-Glutamin

Sekil 1.25. Glutamin sentetazin katalizledigi reaksiyon
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1.5.2. Enzimlerin yapisi

Enzimler her zaman katalizor gorevi goriir ve kimyasal reaksiyonlarin hizin1 6nemli
Olclide arttirmak i¢in substratlarina kiyasla kiigiik miktarlarda olmasi yeterlidir ve
reaksiyon sonucunda herhangi bir degisiklige ugramazlar. Tiim gercek katalizorlerin
aksine, bir enzim, termodinamik olarak belirlenen bir reaksiyonun nihai denge
pozisyonunu degistirmez, bu nedenle sadece uygulanabilir bir reaksiyonun denge
tamamlanma orani arttirilir. Katalitik 6zelliklere ek olarak, enzimler proteinlerin
cozlntrliikleri, elektroforetik ozellikleri, elektrolitik davraniglart ve kimyasal
reaktiviteleri gibi fizikokimyasal davraniglarii gosterirler (Agarwal, 2006; Lee,
2006). Enzimlerin birincil yapisal konfiglirasyonu ve Kkatalitik etkisi, bir protein
molekiiliinii olusturan peptit baglar ile baglanan dogrusal amino asit kalintilarinin
zinciriyle belirlenir. Birincil yapinin lokalize katlanmasina ikincil yapi denir,
molekiiliin tam katlanmasina ise tgiinciil yap1 denir. Bu yapisal konfigiirasyonlarin
aksine, dordiinciil yapi, birkag katlanmis zincirin topaklagmasidir. Organik iyonlarda,
cok yiiksek sicakliklarda veya asir1 pH degerlerinde etkin olan hidrojen iyonlari, agir
metaller veya metal oksitler gibi gelencksel kimyasal katalizorlerin aksine, enzimler

cok hafif kosullar altinda en verimli sekilde ¢alisirlar.

1.5.3. Enzimlerin etki mekanizmasi

Enzimlerin etki mekanizmasi, enzimin substrata baglandigi ve son olarak bir enzim
substrat kompleksi olusturdugu kimyasal bir reaksiyona dayanir. Bu reaksiyon, aktif
veya katalitik bolge olarak adlandirilan enzimin nispeten kiiglik bir alaninda
gerceklesir. Bagka bir deyisle, enzim etki mekanizmasi, biyolojik katalizorlerin
tepkime Ozelliklerini agiklayan enzim substrat etkilesiminin dogasina dayanmaktadir.
Bir enzimin aktif veya katalitik bolgesi, peptid zincirinde birbirinden biraz uzakta
bulunan ¢esitli amino asitlerden olusur. Bu amino asitler, enzimlerin ikincil ve ti¢iinciil
yapisindan kaynaklanan katlanma ile bir araya getirilir. Katalitik bolgedeki amino asit
kalintilarinin yan zincirleri, substratin spesifik gruplariyla baglanmasi i¢in gruplar
saglar. Kofaktorler katalize yardimer olur. Substrat, aktif bolgenin substrat baglama
alanindaki amino asit kalintilar1 ile baglar olusturur. Baglanma, aktif bdlgede bir
konformasyonel reaksiyona neden olur. Reaksiyon sirasinda, enzim bir gecis hali

kompleksi olugturur. Reaksiyonun iiriinleri ayrildik¢a, enzim orijinal durumuna geri
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doner. Enzim etki mekanizmasi i¢in Onerilen iki farkli model asagida verilmistir

(Voget vd., 2006; Nelson ve Cox, 2012).

1.5.3.1. Anahtar kilit modeli

1894 yilinda Emil Fischer tarafindan onerilen, katalitik bolgenin esnek olmadigi bir
modeldir. Model, substrat ve enzim arasindaki etkilesimi anahtar ve kilit analojisi
acisindan agiklar. Bu modelde, Katalitik bolgenin onceden sekillendirildigi
varsayllmaktadir. Bu modelin dezavantaji, katalitik bolgenin sertligidir. Model,
allosterik modiilatorlerin varliginda enzim yapisindaki degisiklikleri agiklayamaz
(Lemieux ve Spohr, 1994). Anahtar kilit modelinin sematik gosterimi Sekil 1.26.’da

verilmistir (Blanco ve Blanco, 2017).

Sekil 1.26. Anahtar- kilit modelini sematik gosterimi
1.5.3.2. Indiiklenmis uyum modeli

Anahtar kilit modeline zit olarak, bu model katalitik bolge i¢in esnek bir model onerir.
Esnek olmayan katalitik bolge nedeniyle anahtar kilit modelinin sorunlarini agsmak i¢in
Koshland, 1963’te indiiklenmis uyum modeli nerdi. Bu modelin en 6nemli 6zelligi
aktif bolgenin esnekligidir ve substrat enzimin aktif bolgesinde bir konformasyonel
degisime neden olur, bdylece substrat aktif bolgeye kimyasal reaksiyonu tesvik etmek
icin en uygun sekilde uyar (Koshland, 1995; Boehr vd., 2009; Csermely vd., 2010;).
Indiiklenmis uyum modelinin sematik gdsterimi Sekil 1.27.’de verilmistir (Blanco ve
Blanco, 2017).
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Sekil 1.27. indiiklenmis uyum modelinin sematik gosterimi

1.5.4. Enzim Kinetigi

Enzim kinetigi, enzim katalizli reaksiyonlarin hizlarinin incelenmesidir. Enzim
katalizli reaksiyonlarin tepkime hizini belirleyen en onemli parametre ise substrat
derisimidir [S]. Sekil 1.28.’de enzim katalizli bir reaksiyonun hizinin [S] ile degisimi
gosterilmektedir (Blanco ve Blanco, 2017). Substrat derisimi arttik¢a, aktivitedeki
artis giderek azalir ve doygunluga yaklasir. Diistik substrat derisiminde, reaksiyon hizi
substrat derisimi ile orantili olarak artar yani reaksiyon substrata gdre birinci
derecedendir. Substrat derigimi arttirildiginda reaksiyon hizinin artiginda azalma
gdzlenir yani reaksiyon derecesi sifirinct ile birinci dereceler arasindadir. Cok yiiksek
substrat derisiminde ise hiz sabitlesir ve substrat derisimi ile degismez. Bu esnada
reaksiyon sifirinci derecedendir ve enzim molekiillerinin timii substrat ile birlesmistir
yani doymus haldedir. Tiim enzimler bu doygunluk 6zelligini gosterir fakat her bir

enzimin doygunluga ulagsmasi igin gerekli olan substrat derigimi farklidir (Nelson ve
Cox, 2012).

Enzimatik aktivite
~

Substrat derisimi -

Sekil 1.28. Enzim katalizli bir reaksiyonun hizina substrat derisiminin etKisi

1913 yilinda Leonar Michaelis ve Maud Menten enzimlerin doygunluk 6zelliginden
ve substratlar1 ile olusturduklari kompleksten (ES) yola c¢ikarak, enzimatik bir

reaksiyon i¢in baslangi¢ hizin1 (Vo) substrat derisiminin bir fonksiyonu kabul ederek
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cizilen hiperbolik egrinin matematiksel olarak ifade edilmesi ile Sekil 1.28.’deki egriyi
verecek bir model gelistirdiler. Michaelis ve Menten, enzimli bir reaksiyonu su sekilde

gostermistir:

1 . k3 )
E+S s————= ES —2—~ E+P

Bu reaksiyona gore; E enzimi S substrati ile reaksiyona girerek ki hiz sabiti ile ES
enzim substrat kompleksini olusturmaktadir. Olusan ES kompleksi ise k; hiz sabiti ile
ya E ve S’ye ayrisacak ya da ks hiz sabiti ile iiriine (P) doniistiiriilecektir. Bu modelde

irlintin tekrar ES kompleksine doniismedigi varsayilmaktadir.
ES kompleksinin olugum hizt denklem 1.3.’de verilmistir.

ESolusum mz = K1[E] [S] (1.3)
ES kompleksinin yikilim hizi denklem 1.4.’te verilmistir.

ESylklllm hiz1 = (kZ + k3)[ES] (14)

Denge aninda ES kompleksinin olusum ve yikilim hizlar1 birbirine esittir ve bu esitlik

denklem 1.5.’de verilmistir.

ESolusum izn = ESyianm him (1.5)
kq[E][S] = (k; + k3)[ES] (1.6.)
[ES] = I(Z‘Z[E]k[i (1.7.)
K, = “%“3 (1.8)
[ES) = 22 (1.9)

Ortamda bulunan toplam enzim derisimi [E]r, serbest enzim ([E]) ve enzim substrat

kompleksinin derisimlerinin ([ES]) toplamina esittir. Yani;
[E]r = [E] + [ES] (1.10))
Bu esitlik denklem 1.9.’da yerine koyulursa;

[ES] = {E= DI (1.11)

Bu denklem [ES] i¢in ¢oziiliirse;
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_ [Elqls]
[ES] = 5 e (1.12))

Elde edilen bu esitlik {iriinler agisindan yazilabilen hiz esitliginde yerine koyulursa;

V = ky,[ES] (1.13)
_ ka[E]r[S]
V= ST (1.14)

Enzimin tamami substrata baglanirsa, reaksiyon hiz1 maksimuma ulasir. Bu durumda

[E]T = [ES] olacagindan tepkimenin maksimum hizi;
Vinax = K2[E]r (1.15)

Bu esitlik tepkime hiz denkleminde yerine yazilirsa;

- Vmax!S]
V= Kot [5] (1.16.)

seklinde ifade edilen Michaelis-Menten esitligi elde edilir.

Bu esitlikteki Km Michaelis-Menten sabitidir ve maksimum hizin yarisina erisildigi
substrat derisimi olarak ifade edilebilir. Birimi mol/L’dir. Enzimlerin Km degerleri
birbirinden farklidir. Cogu enzim igin bu deger 102-10° M arasindadir. Km degeri
enzim derisimine bagli olmayip substrat yapisi, pH, sicaklik ve iyonik siddetle
degisebilir. Birden fazla substrata sahip enzimlerde her bir substrat i¢in farkli Km

degeri vardir.

Km sabitinin iki anlam1 vardir. Ilki Km enzimin aktif bdlgelerinin yarismin doldugu
substrat derisimidir. Ikincisi Km degerinin katalizleme basamaklarmnin hiz sabitleriyle
iligkisi vardir. Denklem 1.6.”da yer alan ifade g6z oniine alindiginda k2’nin ks’ten ¢ok
biiylik oldugu durumda ES’nin E ve S vermek {izere ayrigmasi {iriiniin olusmasindan

daha hizl1 olacaktir. Bu durumda;

Kpn =2 (1.17)
kq
olur ve ES’nin ayrigma sabiti;
_ [ElIS] _ ks
Kes = 55 — 1y (1.18))

seklinde ifade edilir. ko>>ks oldugunda Km ES’nin ayrisma sabitine esit olur. Bu

durumda Km, ES kompleksinin bir saglamlik 6l¢iistidiir. Yiiksek Km zayif baglanmayi,
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diisiik Km ise kuvvetli baglanmay: ifade eder. Ozetle ko>>k3 oldugunda Km enzimin

substrata olan ilgisinin derecesini gdsterir.

Enzimlerin Vmax degerleri de birbirlerinden ¢ok farklidir ve substratin yapisi, pH,
sicaklik ve iyonik siddetle degisir. Vmax =K3[E]r ifadesinde maksimum hiza belirli
derisimlerdeki enzimin substrati ile doygunluk durumunda erisildigi i¢in Vmax enzimin
katalitik aktivitesinin ifadesidir. Doygunlugun ¢ok tizerindeki substrat derisimlerinde
hiz, enzimin miktariyla orantilidir. Yani enzim miktar1 iki katina ¢ikarildiginda hiz da

iki katina ¢ikar.

Michaelis-Menten egrisi kullanilarak ekstrapolasyon ile Vmax Ve Kmn degerleri tam
olarak elde edilemez. Ayn1 zamanda her bir enzimin doygun oldugu substrat derisimi
hazirlanamayabilir. Bu nedenle Michaelis-Menten denklemi ters ¢evrilip diizenlenirse

bir dogru denklemi olan Lineweaver-Burk denklemi elde edilir:

1 Knm 1 1
V _ Vmax E 9 Vmax (119)

1/[S]’ye karsilik 1/V grafigi ¢izildiginde y eksenini 1/Vmax’tan, x eksenini ise -
1/Km’den keser. Bu sekilde Vmax Ve Km degerleri rahatlikla bulunabilir (Keha ve
Kihverioglu, 2012; Nelson ve Cox, 2012). Sekil 1.29.’da Lineweaver-Burk grafigi
verilmistir (Blanco ve Blanco, 2017).

Egim

[B]
Sekil 1.29. Lineweaver-Burk grafigi

1.5.5. Enzim inhibisyonu

Inhibitor, enzim Kkatalizli reaksiyonlarm hizlarim1 yavaslatan veya reaksiyonlari

tamamen durduran bilesikler veya iyonlardir. Doniisiimlii ve doniistimsiiz olmak tizere
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iki tane enzim inhibisyonu ¢esidi vardir. Doniisiimsiiz inhibisyonda, inhibitér enzim
ile zor ayrigabilen bir kompleks olusturur ya da kovalent olarak baglanir. Doniisiimsiiz
inhibisyonda Vmax azalirken, Km’de herhangi bir degisim s6z konusu degildir (Altan,
2000).

Dontisiimlii inhibisyonda ise inhibitor ile enzimin etkilesimi bir denge reaksiyonu
seklindedir. Yarigmali, yarigmasiz, yari yarigsmali ve karigik tip inhibisyon olmak iizere

dort farkli ¢esit dontlistimlii inhibisyon ¢esidi vardir.

Yarigmali inhibisyon, substrat ile inhibit6riin enzime baglanmak i¢in bir yaris i¢inde
oldugu inhibisyon gesididir. Inhibitdr, substrat ile benzer yaprya sahiptir ve substratin
enzim iizerinde baglanabildigi bolgelere baglanir. Inhibitér ile substrat enzime
baglanmak icin yaris halinde olduklar1 i¢in aym1 anda enzime baglanamazlar.
Yarismali inhibisyonda Vmax degismezken, Vmax’a ulasmak i¢in substrat derisiminin
artirllmasi Km’nin artmasini saglar. Ortamdaki substrat derisimi arttirilirsa inhibisyon

engellenebilir (Price, 1979).

Yarigmasiz inhibisyonda, inhibitor ile substrat enzime ayni anda baglanabilir, ancak
inhibitdr enzimin aktif bolgesine baglanmaz. Inhibitdriin baglanmasi ile olusan hem
El hem de EIS kompleksleri enzimatik yonden aktif degillerdir. Substrat derigimi
arttirilsa bile inhibitdr enzimden ayrilmaz ve Vmax azalirken, K degeri degismeden

kalir (Giirdol ve Ademoglu, 2010).

Yar1 yarigmali inhibisyonda inhibitér direk olarak enzime baglanmazken enzimin
substrat ile olusturdugu ES kompleksine baglanir. Inhibitdriin baglanmasi ile olusan
ESI kompleksi enzimatik yonden aktif degildir. Bu inhibisyon c¢esidine ¢ok fazla
rastlanmaz fakat multimerik enzimlerde goriilebilir. ESI kompleksi reaksiyon
ortaminda devamli olarak bulundugu ig¢in Vmax’in diismesine neden olur. ES
kompleksinin azalmasi da Km’nin diismesine yol acar (Onat vd., 2006; Keha ve
Kiifrevioglu, 2012).

Karisik inhibisyon ise yarigmasiz inhibisyona benzer, fakat EIS kompleksi az da olsa

enzimatik yonden aktiftir. Karisik inhibisyon Michaelis-Menten esitligine uymaz.
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1.5.6. Enzimlerin reaksiyon hizini etkileyen faktorler

Enzim katalizli reaksiyonlarin hizlarina etki eden faktorleri; sicaklik, pH, enzim
derisimi, substrat derigimi, reaksiyon siiresi, ortamda bulunan aktivator ve inhibitorler

olarak siralayabiliriz.

1.5.6.1. Sicakligin etkisi

Enzimatik reaksiyonlarda sicakligin artmasi ile birlikte belirli bir sicakliga kadar
reaksiyon hizi da artmaktadir. Enzimler protein yapili olduklari i¢in belirli bir
sicakliktan sonra yapilart bozulmaya baslar ve belirli bir sicakliktan sonra tamamen
denatiire olarak aktivitelerini kaybederler. Enzimlerin maksimum aktivite
gosterdikleri sicaklik degerine optimum sicaklik denir (Holme ve Peck, 2005). Genel
olarak optimum sicaklik grafigi Sekil 1.30.’da gosterildigi gibidir (Blanco ve Blanco,
2017).

1001
;‘5‘
= 751
Z
-
= 504
E
3
= 251
Optimum
sicakhik "
0 10 30 50 70
Sicakhik ("C)

Sekil 1.30. Sicakhi@in reaksiyon hizina etkisi
1.5.6.2. pH'n etkisi

Enzimlerin aktiviteleri bulunduklart ortamin pH’sindan etkilenmektedir. Enzimlerin
maksimum aktivite gosterdigi pH degerine optimum pH denir. Optimum pH
degerinden uzaklastikca enzim aktivitesi diiser ve ¢ok u¢ pH’larda ise enzim
aktivitesini tamamen kaybetmektedir. Ortam pH’s1 degistikce enzimlerin yapilarinda
bulunan aminoasit zincirlerinin iyonik 6zellikleri ve substratlarin yapilarindaki iyonik
kisimlarin degismesi ile enzim substrat etkilesimi degistigi i¢in aktivite azalir. Bu

nedenle enzim ¢aligmalarinda ortamin pH’sin1 optimum pH degerinde tutabilmek i¢in
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tampon ¢ozeltiler kullanilir (Murray vd., 2003). Sekil 1.31.’de pH’ nin reaksiyon hizina
etkisi grafigi verilmistir (Blanco ve Blanco, 2017).
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Sekil 1.31. pH’1n reaksiyon hizina etkisi

1.5.6.3. Enzim derigimi

Enzimatik reaksiyonlarda ortamda yeteri kadar substrat bulunmasi1 durumunda enzim
derisimi ile reaksiyon hizi dogru orantili olarak artar (Keha ve Kiifrevioglu, 2012). Sekil

1.32.’de enzim derigiminin reaksiyon hizina etkisi grafigi gosterilmistir (Blanco ve

Blanco, 2017).

Enzimatik aktivite
Ll

Enzim derisimi

Sekil 1.32. Enzim derisiminin reaksiyon hizina etkisi
1.5.6.4. Substrat derigimi

Enzim derisimi ve diger biitiin sartlarin sabit tutuldugu bir ortamda substrat derisimi
arttikca reaksiyon hizi oncelikle dogrusal bir artis gosterir. Reaksiyon ortamina

substrat ilave edildik¢e hiz giderek daha yavas artar ve belirli bir siire sonra sabit kalir.
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Bu degerden (Vmax) sonra substrat derisimi ne kadar artarsa artsin oramda bulunan
enzim miktar1 sabit oldugu i¢in enzim {izerinde substratin baglanacagi yer
kalmadigindan dolay1 enzimatik tepkimenin hizi degismez (Champe vd., 2011). Sekil
1.33.’de substrat derisiminin reaskiyon hizina etkisi grafigi verilmistir (Blanco ve

Blanco, 2017).

Enzimatik aktivite

Substrat derisimi -

Sekil 1.33. Substrat derisiminin reaksiyon hizina etkisi
1.5.6.5. Reaksiyon siiresinin etkisi

Enzimatik reaksiyonlar da zamanla iriiniin fazla olusmasi sonucu dengenin sola
kaymas1 ve iirlinden tekrar substrat olugmasi, enzimin inaktive olmasi ve substratin
tilkenmesi gibi nedenlerden dolay1, enzimatik reaksiyonlarin hizi zamanla diiser (Ast,

1999).

1.5.6.6. Aktivator ve inhibitorlerin enzimatik reaksiyon hizina etkisi

Bir enzimin aktivitesini arttiran maddelere aktivator denilmektedir. Aktivatorler
organik gruplar ya da inorganik iyonlardir. Reaksiyon ortaminda aktivatdrlerin varligi
reaksiyon hizini arttirir. Enzimatik tepkimelerde enzimlerin aktivitelerini diigiiren ya
da tamamen yok eden molekiillere inhibitér denir. Bazi inhibit6rler enzimlerin aktif
merkezlerine baglanarak substratin baglanmasini engeller ve enzim aktivitesini
kaybeder. Diger inhibitorler ise enzimle bir ara kompleks olusturarak aktiviteyi azaltici
yonde etkide bulunabilirler. Sonug¢ olarak reaksiyon ortaminda inhibitor varlig

enzimatik reaksiyon hizini azaltir (Keha ve Kiifrevioglu, 2012).
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1.5.7. Enzimlerin kullanim alanlari

Enzimler in vivo sartlarda c¢alismalarinin yani sira in vitro sartlarda da aktivite
gostermektedirler. Bunun yani sira yiiksek verimli biyokatalizorler olan enzimler hafif
reaksiyon kosullarinda g¢aligmalari, yiiksek substrat segiciligi, diisiik cevresel ve
fizyolojik toksisiteleri, liretim maliyetlerini azaltmalari, diisiik enerji gereksinimleri ve
yan iirlin (atik) olusumunu azaltmalar1 gibi cesitli avantajlar sunmaktadir. Bu
avantajlarindan dolay1 gida, tarim, hayvancilik, eczacilik ve tip, ¢evre, deterjan, tekstil
gibi pek cok endiistriyel alanda enzimler yaygin olarak kullanilmaktadir (Chapman
vd., 2018).

Enzimlerin endiistride kullanimlarinin pek ¢ok avantaji olmasina ragmen endiistriyel
uygulamalarda kullanilabilmeleri igin {iretim maliyetlerinde ciddi bir azalma
saglamas1 gerekmektedir (Di Cosimo, 2013). Business Communication Company
(BCC) Research tarafindan yapilan arastirmaya gore, 2016 yilinda 5,01 milyar dolar
olan kiiresel enzim pazari, 2021’de 6,32 milyar dolara ¢ikmasi beklenmektedir. Ayrica
son yillarda ¢ikarilan ¢evreci yasalar sayesinde 6zellikle iiretim sirasinda ¢ok fazla atik
olusumu meydana gelen kagit, deri ve biyodizel endiistrilerinde de enzim kullaniminin
giderek artmasi beklenmektedir (Dewan, 2017). Cizelge 1.4.’de endiistride kullanilan

bazi enzimler verilmistir (Chapman vd., 2018).

Cizelge 1.4. Enzim katalizinin endiistriyel uygulamalari

Sektor Enzim Uygulama

Tlag Nitril hidrataz, transaminaz,  Aktif farmasétik bilesenlerin  {iretimi igin ara
monoamin oksidaz, lipaz, maddelerin sentezi
penisilin asilazi

Gida isleme  Tripsin, amilaz, glukoz Nisasta glikoza donisiimii, yiiksek fruktozlu misir

izomeraz, papain, pektinaz surubu iiretimi, prebiyotik tiretimi, meyve suyundan
acilik giderme

Deterjan Proteaz, lipaz, amilaz, Leke ¢tkarma, yaglarin giderilmesi, renk koruma
seliilaz
Biyoyakitlar  Lipaz, seliilaz, ksilanaz Yag asidi metil esterlerinin iiretimi, lignoseliilotik
maddenin ayrismasi, biyoetanol {iretimi i¢in
Kagit Lipaz, seliilaz, ksilanaz Geligsmis agartma i¢in ligninin ¢ikarilmasi, |if

Ozelliklerinde iyilesme
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1.6. Enzim Immobilizasyonu

Enzim endiistrisi, endiistriyel proseslerin ve enzimlere dayali {iriinlerin
gelistirilmesinde oncii rol oynamistir. Biyoteknolojik gelismeler, mevcut teknolojik
uygulamalar ve yeni enzimlerin tiretimi i¢in enzim 6zelliklerinin gelistirilmesinde itici
giic olmustur (Aratjo vd., 2008). Bu gelismeler sayesinde son yillarda tekstil,
biyoyakit {iretimi, gida, kagit, temizlik triinleri, eczacilik, saf kimyasallar, hayvan
yemi ve benzeri alanlarda endiistriyel diizeyde biyokatalizorlerin rolii giderek
artmistir. Enzimlerin endiistriyel 6l¢ekte kullaniminin ana avantajlari, biyolojik ve
kimyasal reaksiyonlarin yiiksek reaksiyon hizlari, stereo ve enantiyo segiciligi, yiiksek
rtin safligi ve ¢evre dostu olmalaridir. En olumsuz tarafi ise enzim {iretimi ve
saflastirmasinin genellikle pahali olmasidir. Ek olarak, serbest enzimler, dogal
olmayan veya sert ortam kosullarinda diisiik stabilite ve aktivite, yiiksek substrat
ve/veya lirlin derisimlerinde inhibisyon gibi endiistriyel seviyede kullanim i¢in uygun
olmayan 6zelliklere sahiptir. Ozellikle endiistriyel iiretimlerde kullanilan makineler,
pH, sicaklik ve basing gibi endiistriyel ortamlardaki reaksiyon sartlari gibi 6zel
operasyonel gereksinimler, endiistriyel diizeyde enzim uygulamasinin basarisi igin zor
bir yol olusturur. Bu durumda, spesifik enzimlerin se¢imi ve liretimi, iyilestirmeler ve
enzim mihendisligi, enzim {iretim yOntemlerinin optimizasyonu, enzim
formiilasyonlarinin gelistirilmesi ve enzim uygulama yontemleri gibi 6zel endiistriyel
taleplerin gelistirilmesine yol a¢mustir. Endiistriyel uygulamalarda yasanan bu
zorluklarin {stesinden gelebilmek i¢cin enzim immobilizasyonu ¢alismalarina
odaklanilmis ve 6nemli derecede basari elde edilmistir (Illanes 2008; Illanes vd., 2012;
Pera vd., 2015; Bilal vd., 2017).

Enzim immobilizasyonu, ¢ozeltide serbest halde hareket edebilen ve suda ¢oziinen
enzim molekiillerinin, substratin veya tirtinlerin bulunmadigi ve suda ¢éziinmeyen kati
bir tasiyic1 ile birlestirilmesi olarak tanimlanabilir (Sirisha vd., 2016). Enzim
immobilizasyonunun amaci, uzun omiirlii ve zor olmayan operasyonel kosullar altinda
caligabilen saglam bir biyokatalizor gelistirmektir (Tran ve Balkus, 2011). Immobilize
edilmis enzim, tasiyiciya bagl oldugu igin ve substratlar ve tiriinler ile arasindaki faz
farkindan dolayr hareket edemez. Bu nedenle enzim immobilizasyonu enzim

molekiiliiniin belirli bolgelerinde fiziksel sinirlandirma olarak tanimlanabilir.
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Immobilize enzimleri kullanmanin pek cok avantaji vardir. Bunlar su sekilde

siralanabilir: (Ansari ve Husain, 2012; Di Cosimo vd., 2013; Jesionowski vd., 2014;
Kawachi vd., 2014; Zucca vd., 2016)

Immobilize enzimler tekrar tekrar kullanilabilirler.

Olusan tiriin Ve enzim birbirinden kolayca ayrilabilir.

Enzim reaksiyon ortamindan kolayca uzaklastirabilir.

Enzimatik reaksiyonu herhangi bir zamanda baslatmak, devam ettirmek ve
istenildigi anda durdurmak miimkiindiir.

Olusan irtin enzim ile kontamine degildir.

Yiksek kalitede tirtinler elde edilir.

Immobilizasyon enzimin stabilitesini arttirir, zelliklerini gelistirir ve denatiire
olma olasiligini azaltir.

Kimyasal katalizorlerin aksine daha disiik sicakliklarda reaksiyonlar
gerceklesebilir ve boylece enerji tasarrufu saglanir.

Reaktif kullanimina gerek olmadigindan, analitik amag i¢in uygundur.
Enzimler genellikle uzun bir yar1 dmre sahiptir ve enzimin aktivitesindeki
bozulmay1 tahmin etmek miimkiindiir.

Reaksiyon ekonomisini ve liretim maliyetlerini iyilestirir.

Bazi durumlarda, immobilize enzimin katalitik verimi daha iyidir.

Stirekli islem katalizleri i¢cin uygundur.

Ekonomiktir ve kullanim basittir.

Nihai iiriin enzim igermez ve boylece saflagtirmaya gerek duyulmaz.

1.6.1. Enzim immobilizasyonunda kullanilan tasiyicilar

Enzimlerin immobilize edilmesi i¢in birgok malzeme tasiyict olarak kullanilmustir.

Genel olarak, tasiyict malzemeler inorganik, organik ve sentetik tasiyicilar olarak

siiflandirilir.

1.6.1.1. Inorganik taswicilar

Inert polimerler veya inorganik tastyicilar en yaygi sekilde kullanilan tastyicilardir

(Datta vd., 2013). Inorganik tasiyicilara ornek olarak; hidroksiapatit, zirkonya,

54



bentonit, titanya, aliiminyum oksit veya aliimina, nikel veya nikel oksit, silika jel, aktif
karbon, kaolinit, cam (kat1 ve gozenekli) ve seramik verilebilir (Tischer ve Wedekind,
1999). Inorganik destekler genellikle organik olanlardan daha az reaktifdir. Fakat ayn1
zamanda ¢ok kararlidirlar, diflizyon ve akma Ozellikleri iyidir. Termal Kararlilik,
uygun mekanik kalite ve organik reaktiflere ve mikrobiyal kontaminasyon saldirilarina
kars1 direng gosterme inorganik tasiyicilarin yararlari arasindadir. Metaller ve
oksitleri, gozeneksiz Ozelliklerinden dolay1 ¢ok az baglanma yiizeyine sahiptir. Bu

tastyicilar genellikle uygun fiyathidir (Ronda vd., 2015).

1.6.1.2. Organik tasiyicilar

Organik tastyicilara, seliiloz, kitosan, kitin, dekstran, karragenan, jelatin, aljinat ve
nigasta gibi karbohidratlar drnek olarak verilebilir. Proteinler, albiimin, kolajen ve
seratin de organik tasiyicilar olarak kullanilabilir. Organik destekler sinirli difiizyon
ve akig Ozellikleri gosterir. Mikrobiyal kontaminasyon ve pH gibi faktorlerden
etkilenme egilimindedirler (Bayindirli, 1995). Bununla birlikte, organik destekler
diisiik fiyathidir ve yiiksek miktarlarda elde edilebilir. Karbohidrat tiirleri tutuklama
veya kapsiilasyon yontemleri i¢in uygundur. Cogu enzim i¢in uygun kosullar sunan

giiclii hidrofiliklik gosterirler (Chakraborty vd., 2016).

1.6.1.3. Sentetik tasyicilar

Tasiyici olarak kullanilan sentetik polimerlere 6rnek olarak; etilen ve maleik anhidrid
veya polipeptitler, polialdehidler ve stiren kombinasyonlarindan polipropilen,
poliamid, polivinil, poliakrilat, polistiren ve naylon verilebilir (Cetinus ve Oztop,
2003; Costa vd., 2005). Sentetik tasiyicilar, ¢ok ¢esitli enzimatik prosediirlerde
kullanim igin ¢ok uygundur, ¢iinkii istenen fizikokimyasal 6zelliklerde tiretilebilirler.
Ek olarak mikrobiyal kontaminasyondan zarar gormezler. Piyasada, basit regineler,
iyon degisim reg¢inesi gibi farkli 6zellik ve sunumlarla veya cesitli asidik ve bazik grup
seceneklerine sahip polimerler olarak ve Onceden aktiflestirilmis tasiyicit olarak
bulunmaktadirlar. Sentetik polimerlere enzimatik baglanma, daha diisiik derisimlerde
elde edilir. Baglanma sirasinda, tasiyict destegin hidrofobikligi veya su itici 6zelligi,
genellikle kendi dogal formunda bir miktar enzim kaybina neden olur ve bdylece

enzim aktivitesini azaltabilir (Tischer ve Wedekind, 1999).
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1.6.2. Tastyicilarin 6zellikleri

Immobilize edilmis enzimin karakteristikleri, tasiyic1 ve enzimin &zellikleri ile
belirlenir. Bu etkilesim iyi tanimlanmis 6zelliklere sahip, hareketsiz bir enzim ortami1
olusturur. Bu ozellikler arasinda kinetik, mekanik, fizikokimyasal ve biyokimyasal
ozellikler bulunur. Sonug olarak, tastyicinin 6zellikleri etkili bir sisteme sahip olmak

i¢in iyi secilmelidir. Dikkate alinmasi gereken 6nemli 6zellikler sunlardir:

Céziiniirliik: Immobilize enzimler i¢in istenen tasiyici, ¢oziinmeyen ve kati nitelikler
gerektirir. Coziinmeyen bir matris son derece onemlidir ve {iriin kontaminasyonunu ve

enzimin kaybini 6nlemesi beklenir (Tischer ve Wedekind, 1999).

Fonksiyonel gruplar: Fonksiyonel gruplarin varligi, yeri, bollugu ve aktivasyonu
tastyicinin 6nemli Ozellikleridir. Bu 6zellikler, immobilize enzimin aktivitesini ve
kararliligin1 belirler. Genellikle immobilizasyon islemi, enzim ve tasiyici fonksiyonel
gruplari arasindaki niikleofilik reaksiyon yoluyla gerceklestirilir. Bu, baglanma iglemi
icin uygun bir yoldur, c¢iinkii enzim diger organik reaktiflerle reaksiyona girmez.

Baglanma islemi i¢in hafif reaksiyon kosullari istenir (Tischer ve Wedekind, 1999).

Yiizey alan1 ve gozeneklilik/gecirgenlik: Genel olarak kiitle basina, tasiyici yiizey
alan1 biiyiidiik¢e, enzim ve substratin temas etme olasiligi da artar. Gegirgenlik veya
gbzeneklilik bakimindan gozeneklilik ne kadar yiiksek olursa, enzim ve substrat
arasindaki molekiillerin niifuzu o kadar iyidir. 30 nm’den daha biiyiik olan tasiyici
gozenekleri, tastyicinin i¢ alanina enzim erisilebilirligini kolaylastirarak enzim

immobilizasyonunu destekler (Tischer ve Wedekind, 1999).

Mekanik dayamim: Bu 6zellik, reaktore veya kimyasal reaksiyonlarin gergeklestigi
endiistriyel kaba bagli olarak daha fazla 6nem kazanir. Bir karistirma tankinda
immobilize enzimler kullanilirken, tagiyicinin aginmay1 onleyecek kadar giiglii olmasi
istenir. 50-100 pum altindaki pargacik boyutlari filtrelerin tikanmasina neden olabilir
(Tischer ve Wedekind, 1999).

Mikrobiyal kirlenmeye karsi diren¢: Destek malzemesi olarak kullanilan tasiyict
dayanikli olmali ve mikrobiyal saldirilardan etkilenmemelidir. Mikrobiyal kirlenmeye

kars1 uzun siire kararl ve etkisiz olmalidir.

Tekrar kullamlabilirlik: Immobilize enzimlerin en énemli avantajlarindan biri ve

dolayisiyla en ¢ok istenilen 6zelliklerinden bir tanesi, tekrar kullanim kabiliyetleridir.
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Bu ozellik immobilize enzimleri serbest enzimlere gore daha diisiik maliyetli hale
getirir. Immobilize enzimlerin dogru yonlendirilmesi ve ¢apraz baglama ajanlarindan

destek kullanilmasi tekrar kullanilabilirligi arttirir (Datta vd., 2013).

Hidrofobiklik ve/veya hidrofiliklik: Tasiyicinin hidrofobikligi ve/veya hidrofilikligi
onemlidir, ¢linkii bu 6zellikler enzim ile tasiyici arasindaki etkilesimlerin, 6zellikle
kovalent olmayan etkilesimlerin kuvvetini ve afinitesini etkiler (Datta vd., 2013). Bu
0zellik ayn1 zamanda yiizey asimilasyonunu, yayilmasini ve {liriiniin ve substratin elde

edilebilirligini de etkileyebilir (Tischer ve Wedekind, 1999).

Tastyicimin boyutu ve sekli: Bu ozellikler 6zellikle ¢alisma siireleri i¢in dnemlidir.
Genel olarak, tasiyicinin boyutu ve sekli immobilize enzimin kullanilacagi
uygulamalara baglidir. Ticari olarak, tasiyici ebadi 150-700 pum partikiil ebadi
araliginda olabilir. Karigtiricili tanklarin kullanildig: seri tiretimlerde partikiil ebadi
150-300 um olan kiiresel sekilli tagiyicilar tercih edilir (Tischer ve Wedekind, 1999).

1.6.3. Enzim immobilizasyon yontemleri

Enzim immobilizasyon yontemi, immobilize enzim aktivitesini etkileyecek 6nemli bir
faktordiir. Bir immobilizasyon metodu secerken, enzimin hasar gérmeden etkili bir
sekilde etki etmesini saglayacak uygun bir yontem Secilmesi ¢ok Onemlidir.
Kullanilacak olan immobilizasyon teknigi, kullanilacak substrat(lar) ve kullanilacak

enzim(ler) ve olusacak tiriin(ler) dikkate alinarak segilir.

Literatiirde bircok immobilizasyon teknigi gelistirilmistir ve rapor edilmistir.
Literatiirde, gelistirilen enzim immobilizasyon tekniklerini belirlemek icin farkh
yazarlar tarafindan farkli siniflandirmalar yapilmigtir. Ornegin, Chibata ve Tosa
(1981) enzim immobilizasyon tekniklerini tutuklama, ¢apraz baglama ve tasiyiciya
baglama olarak ii¢ smifta incelemislerdir. Brena ve Batista-Viera (2006), enzim
immobilizasyonunu geri doniistimlii ve geri doniisiimsiiz yontemler olarak iki ayirmis
ve farkli bir siniflandirma yapmuslardir. Sekil 1.34.’te ¢esitli enzim immobilizasyon

yontemleri gosterilmistir (Sirisha vd., 2016).
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Sekil 1.34. Cesitli enzim immobilizasyon yontemleri
1.6.3.1. Capraz baglama yontemi

Bu yontemin molekiiller arasi1 baglantilarla, kovalent enzim baglar, 6zellikle de
protein-protein etkilesimleri veya tasiyici lizerindeki fonksiyonel gruplara baglanan
geri donlisiimsiiz bir enzimatik immobilizasyon yontemi oldugu diisiiniilmektedir.
Amino (NH>), silfidril (SH), imidazol ve fenolik (OH) gruplar1 ¢apraz baglanmaya
dahil olabilir (Talekar vd., 2012). Enzimlerin kendilerine ¢apraz baglanmasi etkili
degildir, pahalidir ve diisiik aktivite ile sonuclanir. Glutaraldehit, bu yontemle
kullanilan en yaygin reaktiftir. Nispeten siddetli kosullar kullanildigindan enzimin
aktif bolge konformasyonundaki degisiklikler, 6nemli 6l¢iide yiiksek aktivite kaybina
neden olur (Costa vd., 2005; Brena ve Batista-Viera, 2006). Capraz baglama iglemi
bazen immobilize enzim kompleksini gelistirmek i¢in baz1 aktif olmayan molekiillerin
dahil edilmesini igerir. Polar organik ¢oziicliler veya iyonik olmayan polimerler gibi
inaktif molekiillerin enzimin bulundugu ¢ozeltiye eklenmesi, denatiirasyon olmadan
kovalent olmayan baglanma ve katalitik aktiviteyi gerceklestirme yoluyla fiziksel
agregatlarin olusumuna yol agar; bu immobilizasyona ¢apraz bagli enzim agregat
teknigi denir (Sheldon ve van Pelt, 2013). Capraz baglamada kullanilacak tasiyici
secilirken immobilize enzimin islevselligi goz oniinde bulundurulmalidir. ideal bir
tagiyict secerken karmasik tasiyicilardan ziyade basit olanlar tercih edilmelidir.
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Bununla birlikte, sadece basit enzimin (molekiiler kiitlede onlarca kilodaltonluk tek
bir zincir iizerinde sadece bir alandan olusan) secilmesinin bir dezavantaji, immobilize
enzimin difiizyonu ile ilgili kisitlamalarin ortaya ¢ikmasidir. Ayrica, immobilizasyon
sonrasi €nzim Ve tasiyici arasinda olusan baglarin kuvvetinde azalma ya da kirilganlik
gdzlenebilir. Bununla birlikte, ¢capraz baglanmadaki giiclii kovalent baglar, enzimin

tagiyicidan salinmasini ve ¢ozelti iginde etkilesime girmesini Onleyebilir.

1.6.3.2. Adsorpsiyon yontemi

Adsorpsiyon yontemi, van der Waals etkilesimlerinden, hidrofobik etkilesimler gibi
diger kovalent olmayan etkilesimlerden ve tasiyici ile enzim arasindaki hidrojen
baglayic1 elektrostatik baglardan kaynaklanir (Costa vd., 2005; Datta vd., 2013).
Tastyici, fiziksel adsorpsiyon (protein-ligand etkilesim prensiplerine dayanarak) icin
asir1 enzimde yikanir veya enzim bir elektrot yiizeyinde kurutulur (Datta vd., 2013;
Mohamad vd., 2015). Adsorpsiyon immobilizasyon yontemi kolay, basit, ucuz ve geri
dontigiimlii bir enzim immobilizasyon yontemi olarak kabul edilir. Kolay, basit ve
ucuz olmanin yani sira, bu yontemin diger avantajlari sunlardir: minimum aktivasyonu
destekler veya herhangi bir 6n aktivasyon gerekmez. (Costa vd., 2005; Datta vd.,
2013). Bu yontemin dezavantaji, enzim ve tastyict arasindaki baglanma veya
baglanma kuvvetlerinin, hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler, iyonik ve van der
Waals baglanma kuvvetleri gibi zayif etkilesimlerden olusturulmus olmasidir (Nisha
vd., 2012). Dolayisiyla, tasiyicidan enzim salimi, sicaklik ve pH gibi cevresel
faktorlerdeki kiigiik bir degisiklikle bile herhangi bir zamanda olabilir.

Adsorpsiyon yonteminde, tasiyici materyali enzimle bir siire boyunca sulu ¢ozeltide
bekletilerek yapilir. Tastyici ve enzim yiiklerindeki degiskenlik nedeniyle adsorpsiyon
sinirlamalarini 6nlemek i¢in pH’1 dikkatlice izleyerek ve kontrol ederek kolayca
basarilir (Costa vd., 2005). pH’daki kiigiik degisiklikler iyonik giiciin ve enzim ile

destegin etkilesimini degistirebilir ve hatta enzimin salinmasina neden olabilir.

1.6.3.3. [yonik baglama yéntemi

Iyonik baglanma ydntemi, enzimin tastyictya elektrostatik etkilesimler gibi iyonik
baglanma veya tuz baglari ile baglandigi ve geri doniistimlii bir yontemdir (Datta vd.,

2013; Mohamad vd., 2015). Bu yontemde, tasiyict Ozellikleri immobilize enzim
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baglantis1 ve aktivite agisindan Onemlidir. Buradaki etkilesim giicii, adsorpsiyon
immobilizasyonundan daha giicliidiir, ancak kovalent baglanmadan daha zayiftir.
Iyonik baglanma immobilizasyon ydntemi, adsorpsiyon prosediiriine benzer, ancak
tasiyici 6zelliklerinde ve dolayisiyla enzim ve tasiyici arasindaki baglanma niteliginde
farklilik gosterir. Bu yontemin en biliylik avantaji, immobilize enzimin yiiksek
aktivitesidir, ¢iinkii enzimde immobilizasyon isleminden dolayr minik
konformasyonel enzimatik degisiklikler meydana gelir. En biiyiikk dezavantaji ise,
enzim tasiyici etkilesimlerine katilanlar disindaki iyonlarin ortamda bulunmasidir. Bu,
immobilize enzim ortami i¢inde bazi pH veya iyonik kuvvet degisikliklerine neden
olabilir, bu nedenle tasiyicidan enzim ayrilmasina yol acar (Hartmeier, 1988; Solas

vd., 1994; Torres vd., 2002).

1.6.3.4. Kovalent baglanma

Bu yontem, tasiyiciya kovalent olarak baglanan enzimlerden kaynaklanir. Kovalent
baglanma yontemi, enzimlerin tasiyiciya kovalent baglarla baglanmasiyla
gerceklestirilir. Kovalent baglar, enzimlerin amino asit kalintilar1 ve tasiyicinin yiizey
fonksiyonel gruplar1 tarafindan olusturulur. Etkilesimde yer alan amino asit
fonksiyonel gruplari: silfidril (SH), hidroksil (OH), amino (NH2) ve karboksil
(COOH) gruplaridir (Chae vd., 1998; Quirk vd., 2001; Yang vd., 2003; Bickerstaff,
2009).

Alkilasyon, amidasyon, Schiff bazi olusumu ve diazotasyon reaksiyonlari gibi
kovalent bag yoluyla enzimlerin tasiyicilara birlestirilmesi i¢in farkli prosediirler
bildirilmistir (Costa vd., 2005; Di Cosimo vd., 2013). Costa vd. (2005) kovalent
baglamanin, enzimi dogrudan tasiyiciya baglayarak veya aralarinda bir aralayici
kullanarak basarilabilecegini bildirmistir. Capraz bagli enzim agregatlar1 gibi en

giincel teknikler daha fazla enzim esnekligi saglar ve boylece aktivite arttirilabilir.

Kovalent baglanma, siyanojen bromiir gibi reaktif bir bilesik ekleyerek tasiyici
malzemenin aktivasyonu ve aktive etmek i¢in tasiyici omurgasinda modifikasyon
olmak ftizere iki ana adimda gergeklesir (Nisha vd., 2012). Bu, tasiyict aktif hale
getirildiginde elektrofilik gruplar {irettigi ve daha sonra enzimlerin protein kalintilari

tizerindeki niikleofilik gruplar ile reaksiyona girdigi anlamina gelir. Bu kovalent
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baglanma ydntemi, son iiriinde enzime ihtiya¢ duyulmadiginda veya istenmediginde

kullanilir (Datta vd., 2013).

Enzim aktif bolgesine zarar gelmemesi i¢in dikkatli olunmalidir. Bu, enzimin aktivite
kaybetmesini 6nleyecektir. Bu baglama yontemi igin gesitli tasiyict materyaller vardir
ve uygun olani1 se¢mek i¢in tasiyicilarin spesifik 6zelliklerine 6nem verilmelidir.
Kovalent baglanma yontemi, diger baglanma yontemlerine kiyasla sicaklik ve ¢oziicii
gibi ¢evresel degisikliklere kars1 daha stabil ve direnglidir (Bickerstaff, 2009). Bu
yontemin dezavantaji, enzimin konformasyonel degisikliklerine ve bazi Kkatalitik

aktivite kaybina neden olan strestir (Rosevear vd., 1987; Harold, 1991).

1.6.3.5. Tutuklama ve kapsiilleme

Tutuklama ve kapsiilleme, enzimi dogal veya sentetik polimerik tasiyicinin jelinde
veya fiberinde kaplamak, hapsetmek veya kafeslemek suretiyle elde edilir (Datta vd.,
2013; DiCosimo vd., 2013). Enzimi sikigtirilmis halde tutan, fakat substratlarin ve
iriinlerin ge¢mesine izin veren bir zar vardir. Enzimler se¢ici olarak gegirgen, kiire
seklinde bir zarin igine sarildiginda ya da igine alindiginda kapsiilleme olarak
adlandirilir. Bu yontem, enzim ve polimerik destekler i¢in biiyiik temas alanina izin
verir. Dezavantaji, enzimin kapsiilleme sirasinda etkisizlestirilebilmesidir ve
fonksiyonel kullanimi, substratin enzim aktif bolgesine kiitle transferinin

azaltilmasiyla sinirli kalmaktadir (Nisha vd., 2012; Mohamad vd., 2015).

Bu yontemlerin avantajlart diisiik maliyetli, uygun islem kosullari, enzimler ve
substrat arasinda yliksek temas alan1 ve hizli olmasidir. Dezavantajlari, tasiyicinin
gozenek boyutunun kiiciik olmasi nedeniyle enzim salinimmin 6nlenmesi, ihtiyag
duyulan biiyiikk miktarda enzim nedeniyle enzimin aktivite kaybina ugramasidir

(Rosevear vd., 1987).

Sonug olarak immobilizasyon yontemleri iginde enzim ve tasiyici arasinda en giiclii
kimyasal baglar c¢apraz baglama ve kovalent baglama yontemlerinde olusur.
Dolayistyla, bu iki yontem enzim aktivitesini onemli dlcilide azaltabilir. Ayrica, diger
yontemlere kiyasla daha maliyetli ve daha fazla emek harcanmasi gerekir. Ote yandan,
tutuklama ve adsorpsiyon gibi immobilizasyon yontemlerinde, destekleyici materyal
ile enzimler arasinda kuvvetli bir sekilde baglanmanin olmadig1 belirtilmektedir. Bu

yontemler etkili ve uygulamasi kolaydir, ancak enzimler siklikla tastyicidan iiriine akar
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veya damlar. Bu problem genellikle enzimlerin glutaraldehit ile ¢apraz baglanmasi ile
¢oziliir (Bayindirli, 1995; Di Cosimo vd., 2013).

1.7. Arginaz Enzimi

Ure dongiisiiniin son enzimi olan arginaz (L-arginin amidinohidrolaz; EC 3.5.3.1)
ornitin ve tire olusturmak tizere argininin hidrolizini katalize eder. Sekil 1.35.’de

argininden ornitin ve iire olusum reaksiyonu verilmistir (Ozdemir ve Ozgelik, 2001).

H
N\l//NH 0 0
+ C.
N 0 NH HzNWkOH H,N O NH,

OH NH,

Arginin Ornitin Ure

Sekil 1.35. Argininden ornitin ve iire olusumu

Arginaz molekiil agirlig1 105 kDa olan {i¢ esdeger alt birimden olusan ve her bir alt
birimde biniikleer manganez kiimesi igeren trimerik bir enzimdir (Wu ve Morris, 1998;
Ash vd., 1999). Sekil 1.36.’da arginaz enziminin {i¢ boyutlu yapist gosterilmistir
(Kanyo vd., 1996). Biniikleer manganez kiimesi, her monomerde 15°A derinliginde
aktif bolgenin tabaninda bulunur. Aktif bolge yariginda daha derinde bulunan metal
iyonu (Mna?*), dort amino asit ve bir ¢oziicii molekiil iceren iiggen bipiramit molekiil
geometrisine sahiptir. ikinci metal iyonu (Mng?*) ise dort amino asit ve kopriileyici
¢oziicii molekiilii igeren carpik oktahedral geometriye sahiptir. Mna?* ile Mng?*
arasindaki uzaklik 3,3°A’dur. Her iki metal ligand, Aspartat 128 (Asp 128) disindaki
diger protein kalintilart ile hidrojen bagi etkilesimleri yapar ve bu etkilesimler metal
baglama bolgesinin stabilitesine katkida bulunur (Christianson ve Alexander, 1989;
Rardin vd., 1991; Reczkowski ve Ash, 1992; Kanyo vd., 1992).
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Asp-124

' Asp-128

Sekil 1.36. Arginaz enziminin ii¢ boyutlu yapisi

Arginazin memelilerde Arginaz I (A I) ve Arginaz II (A II) olmak iizere iki izoenzimi
bulunmaktadir. A | sitoplazmik kdkenli olup agirlikli olarak karacigerde bulunur.
Karacigerde gerceklesen iire dongiistiniin son sitozolik asamasini katalize eder ve
ortalama bir yetiskin tarafindan yilda yaklasik 10 kg iire liretiminden sorumludur. A 11
ise, iire dongiisiinde islev gérmeyen ve bobrek, beyin, iskelet kasi ve karaciger gibi
bircok dokuda daha yaygin olarak dagilmis ornitin, prolin, glutamat gibi biyosentetik
fonksiyonlarla ilgili olan bir mitokondriyal enzimdir (Krebs ve Henseleit, 1932;
Herzfeld ve Raper, 1976; Morris vd., 1997; Morris, 2002;).

Argininin, arginaz tarafindan katalizlenmesi sonucunda iire ve ornitin olusur. (Erbas
vd., 2006). Ure, insanlardaki non protein azot katabolizmasinin en énemli azotlu
metabolik iiriinlerinden biridir. Ure biyosentezi, iire dongiisiiniin hepatik enzimleri
tarafindan yiiriitiilen ve amino azotundan elde edilen amonyaktan olusan reaksiyonlar
sonucu gerceklesir. Karacigerde ki Krebs-Henseliet iire dongiisii amonyagin toksik
etkisini ortadan kaldirir. Olusan tirenin %90’dan fazlasi bobreklerden atilirken geri
kalan kismi ciltten terleme ile atilir (Nader vd., 2018). Ornitin ise ornitin
aminotransferaz (OAT) tarafindan prolin ve glutamat olusturmak iizere veya ornitin
dekarboksilaz (ODC) enzimi ile poliaminlere doniistiiriilmek tizere kullanilir (Barig
vd., 2004). Prolin, kollajen ve kazein gibi 6nemli proteinlerin olugmalar1 sirasinda
yapilarina katilirken, glutamat ise enerji metabolizmasi ve aminoasitlerin birbirine
cevrilmesinde 6nemli rol oynayan ara metabolitlerden biridir (Kandemir ve Ozdemir,

2008).

63



Arginazin katalizledigi reaksiyonun substrati olan arginin azot metabolizmasi, kreatin,
agmatin ve poliamin sentezi gibi énemli hiicresel fonksiyonlarda yer alan bir dizi
biyolojik yolun Onciisii/aracidir. Arginin ayni zamanda nitrik oksit iiretimi i¢in ana
substrattir. Ayrica anabolik hormon salinimini uyarir ve immiinostimiilatordiir (Barbul
vd., 1977; Klein ve Morris, 1978; Barbul vd., 1983; Rogers ve Visek, 1985; Billiar,
1995).

Argininosiiksinat sentetaz (ASS) enzimi L-sitrullin ve L-aspartik asitten
argininosiiksinat olusturdugu reaksiyonu katalizler. Olusan argininosiiksinat
argininosiiksinat liyaz (ASL) tarafindan katalizlenen reaksiyon ile arginin ve fumarik
asit olusur (Sekil 1.37.) (Haines vd., 2011).

Saglikli yetigkin bireylerde endojen sentez seviyesi, metabolizmanin arginin ihtiyacini
karsilamak igin yeterlidir (Castillo vd., 1993). Bununla birlikte, katabolik stres altinda
(6rnegin, iltihaplanma, enfeksiyon, vb.) endojen sentez seviyeleri metabolik talepleri
karsilamak i¢in yeterli olmayabilir ve arginin esansiyel bir amino asit haline gelir. Bu
nedenle, bu amino asit genellikle esansiyel degil yar1 esansiyel bir amino asit olarak
ifade edilir (Reeds, 2000).

Metastatik melanoma, prostat karsinomlari, hepatoseliiler karsinomlar, non-Hodgkin
lenfoma, Hodgkin lenfomasi, pankreas karsinomu, osteosarkom ve malign plevral
mezotelyoma gibi bazi timor hiicreleri ve bazi meme tiimorleri, ASS’nin eksik
ekspresyonundan dolay1 arginin i¢in yiiksek bir gereksinime sahiptir (Dillon vd., 2004;
Qui vd., 2015). Bu, argininin ototrofisine (6zbeslenim) neden olur ve bu nedenle bu
timorler, bliylime ve c¢ogalma icin sadece eksojen arginin kaynaklarina ihtiyag
duyarlar. Bu nedenle argininin ortamda yeterince bulunmamasini kanser tedavisi i¢in
yeni bir strateji olarak aragtirilmistir. Yapilan c¢alismalarda arginin oksotropik
timorlerine karst timit verici bir etki gostermistir (Shen vd., 2003; Wheatley ve
Campbell, 2003; Feun vd., 2015).
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Sekil 1.37. Arginin Metabolizmasina ve katabolizmasina katilan enzimlerin sematik gosterimi

Arginin, hiicre i¢inde bulunan arginaz (Sekil 1.37.) veya arginin dekarboksilaz (ADC)
gibi enzimler kullanilarak, insan karacigerinde bulunan arginaz I kullanilarak veya
arginin deiminaz gibi bir bakteri kaynagindan elde edilen parazit enzimleri
kullanilarak, ¢esitli mekanizmalar tarafindan bozulabilir. Bu enzimlerden, arginaz [ ve
ADI terapétik potansiyele sahip olduklar i¢in en umut verici olanlaridir. ADC normal
hiicreler icin toksiktir ve bu nedenle terapotik amaglar i¢in kullanilamaz (Ficai ve

Grumezescu, 2017).

1.8. Literatiirde Yer Alan Calismalar

1.8.1. Arginaz immobilizasyon ¢alismalar:

Yaptigimiz kapsamli literatiir taramast sonucunda bugiine kadar arginaz

immobilizasyonu iizerine toplam 12 adet ¢alisma oldugu goriilmiistiir. Ayrica bugiline
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kadar arginaz immobilizasyonu ¢aligmalarinin higbirinde tasiyici olarak elektroegirme
yontemi ile elde edilen nanofiberler kullanilmamakla birlikte herhangi bir
nanomalzeme de kullanilmamustir. Bu tez kapsaminda yapilan galismalar arginaz
immobilizasyonu i¢in tasiyicit olarak nanomalzeme kullanilan ilk c¢alisma olmasi
ozelligi ile o©ne ¢ikmaktadir ve literatiirde biiyiikk bir boslugu dolduracag:

ongoriilmektedir.

Literatiirde yapilan ilk ¢alisma O’Grady ve Joyce tarafindan 1980 yilinda yapilmustir.
Bu c¢alismada si8ir karaciger arginaz enzimi, araylizey polimerizasyonu islemi ile
tretilen naylon membran mikrokapsiillerin igine enkapsiile edilmistir. Mikro
kapsiillemenin arginazin 6zellikleri iizerindeki etkisi arastirilmistir. 37°C’de serbest
arginaza gore enkapsiile arginazin Km, optimum pH ve sicaklik stabilitesinde 6nemli
oOlglide bir degisim gézlenmemistir. Yapilan termal kararlilik deneylerinde naylona
enkapsiile arginaz enzimi 4-80°C araliginda 15 dakika boyunca inkiibe edilmis ve
ardindan termal kararlilik profilleri ¢ikarilmistir. Serbest enzim maksimum aktivitesini
37°C’de immobilize enzim ise 45°C’de yapilan inkiibasyon islemi sonrasinda
gostermislerdir. Serbest enzim sadece 4°C’de ve 20°C’de immobilize enzime gore
daha yiiksek aktivite gosterirken calisilan diger tiim sicakliklarda ise immobilize
enzim daha yliksek aktivite gostermistir. Hem serbest enzim hem de immobilize enzim
icin optimum pH degeri 10,0 olarak bulunmustur. Kinetik ¢alismalarda ise immobilize
enzimin Kmn degerinin serbest enzime gore 10x10° M’dan 18,5x10° M’a arttif
gozlenmistir. Serbest arginaz, proteolitik enzimlere maruz birakildiginda aktivite
kaybederken, mikro kapsiillenmis arginaz proteolize karsi ¢ok daha direncgli oldugu
tespit edilmistir. Ayrica mikro kapsiillenmis enzimin in vivo L1210 murin 16semisine
kars1 etkinliinin On incelemesi yapilmustir. Farkli dozlarda mikrokapsiillenmis
arginaz (43,0-600 U/kg), farkli dozlarda enjeksiyondan sonra tiimor tagiyan farelerin

hayatta kalma siirelerinde 6nemli bir artis gézlenmemistir (O’Grady ve Joyce, 1980).

Veronese vd. (1988) tarafindan yapilan c¢alismada ise arginaz enzimi poli
hidroksietilmetil akrilat {izerine immobilize edilmistir. Yapilan caligsmalarda serbest
enzim i¢in pH kararlilig1 deneylerinde optimum deger 8,0 iken immobilize enzim i¢in
bu degerin 5-9 araliginda oldugu bulunmustur. Hem serbest enzim hem de immobilize
enzim 30 dakika boyunca 20-100°C araliginda tutularak termal kararlilik profilleri
incelenmistir. Serbest enzim 20-45°C araliginda aktivitesinin tamamini korurken bu
45°C’nin iizerindeki sicakliklarda aktivite kaybetmeye baglamistir ve 65°C’de
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aktivitesinin  %50’sini kaybetmistir. Immobilize enzim ise 25-75°C araliginda
aktivitesinin tamamini korurken 75°C’nin tizerindeki sicakliklarda hizla aktivitesini
kaybetmistir. Kinetik ¢alismalarda ise immobilize enzimin 4,4x10° M’dan 3,8x107
M’a azaldig1 goriilmiistiir. Ayrica boncuk bi¢iminde immobilize edilmis arginaz,
kolona (0,5x4 ¢m) doldurulmus ve kolondan 37°C’de 15 ve 2 mL/sa akis hizinda 100
MM arginin ¢ozeltisi gecirilmistir. Belirtilen akis hizlarinda sirastyla %45 ve %98’lik

dontistim elde edildigi rapor edilmistir.

Veronese vd. (1989) tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada ise sigir karacigeri arginazi
iceren enzim ¢ozeltisi ile karigtirilmis bir cam olusturucu monomerin radyasyonu ile
indiiklenen diisiik sicakliktaki polimerizasyona dayanan bir fiziksel tutklama yontemi
ile polihidroksietil akrilat iizerine immobilize edilmistir. Yapilan pH caligmalarinda
serbest enzim i¢in optimum pH degeri 10,0 immobilize enzim i¢in ise 9,5-10,5
araliginda bulunmustur. Kinetik calismalarda ise immobilize enzimin Ky degerinin
serbest enzime gore 3,8x10° M’dan 4,4x107° M’a artti§1 gozlenmistir. Ayrica icinde
immobilize arginaz tanecikleri olan kolondan olusan reaktoér kullanilarak argininin
ornitine siirekli biyokatalitik doniistimiin performansi incelenmistir. Bu ¢alismada 1 g
tagiyiciya 40 U aktiviteye sahip enzim yiiklenmis ve 37°C’de saatte 15 mL akis hizinda

arginin ¢ozeltisi ile beslenmis ve %45°lik substrat donilistimii bulunmustur.

Bir baska calismada sigir karacigerinden izole edilen arginaz, suda ¢Oziinilir bir
karbodiimit tarafindan aktive edilen karboksilik gruplari tasiyan bir poliakrilamid
boncuk destegine kovalent olarak immobilize edilmistir. Optimum sicaklik
calismalarinda serbest enzim ve immobilize enzim i¢in optimum sicaklik degerleri
sirasiyla 40°C ve 60°C olarak bulunmustur. Serbest arginaz i¢in optimum pH 11 iken,
immobilize arginaz enzimi i¢in ise 9,5 olarak bulunmustur. pH kararlilig1 deneyleri
sonucunda serbest enzim i¢in optimum deger 7,5 iken bu deger immobilize enzim i¢in
cok az bir artis gostererek 8,0 olarak tespit edilmistir. 40, 60 ve 70°C’de imobilize
enzim i¢in termal kararlilik deneyleri yapilmistir. 40°C’de immobilize enzim 120
dakika sonunda aktivitesini korumayi1 basarirken, 60°C’de 60 dakika sonunda
aktivitesinin %80’ini kaybederken, 70°C ise 30 dakika sonunda tiim aktivitesini
kaybetmistir. Ayrica immobilize arginazin L-ornitin ve D-arginin {iretimi ig¢in

kullanilabilirligi arastirilmistir (Dala ve Szajani, 1994).

Stasyuk (2011) tarafindan yapilan ¢aligmada ise rekombinant insan arginaz-1 enzimi

altin ve giimiis nanopartikiillere immobilize edilmistir. Rekombinant arginaz-1,
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karbodiimid-pentafluorofenol yontemi kullanilarak, w-merkaptoheksadekanoik asit
ile fonksiyonellestirilmis nanpartikiil ylizeyine immobilize edilmistir. Rekombinant
insan arginaz-1 enzimi, AgNP’ler i¢in %85 ve AuNP’ler i¢in %86,7 baglanma verimi
(eklenen enzim konsantrasyonu 0,15-0,5 mg / mL araliginda) ile, her iki nanopartikiile
baglanmistir. Nanopartikiillere immobilize edilmis enzim genis bir pH araligindan
termostabilite gostermistir. Bundan dolay1 arginaz immobilize edilmis nanopartikiiller
biyoanalitik amaglar i¢in, yani farmasotiklerde, gida iiriinlerinde ve kanda arginin

izlenmesi i¢in pratik bir ara¢ haline gelebilecegi sonucuna ulasiimistir.

Li vd. (2014) tarafindan yapilan bagka bir immobilizasyon galismasinda Seliiloz
mikrokiireleri hazirladiktan {izerine arginaz-1 geni klonlanmis ve hazirlanan seliiloz
mikrokiirelere immobilize edilmistir. Olusturulan seliiloz baglh arginaz fiizyon proteini
vasitasiyla L-ornitin iiretimi iizerine uygulama yapilmistir. Immobilize enzim igin
termal stabilite ve tekrar kullanilabilirlik iizerine g¢aligmalar yapilmigtir. Termal
stabilite ¢calismalarinda serbest enzim immobilize enzime gore daha fazla kararlilik
gostermistir. Tekrar kullanilabilirlik ¢aligmalarinda ise immobilize enzim 7 kullanim
sonunda aktivitesini %83,4 korumustur. Bu ¢alisma ile immobilize enzim kullanilarak
endiistriyel olarak L-ornitin iiretiminde kullanilabilecek 6nemli bir ¢gevre dostu yontem

gelistirilmistir.

El-Sayed vd. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada termofilik bir fungi olan Penicillium
chrysogenum kullanilarak arginaz enzimi tiretilmistir. Saflastirilan arginaz enzimi hem
polietilen glikol hem de kitosana immobilize edilmistir. Calismada serbest enzim,
kitosana immobilize edilmis enzim ve polietilen glikole immobilize edilmis enzim i¢in
karakterizasyon calismalar1 yapilmistir. Serbest enzim ve PEG’e immobilize edilmis
arginaz kullanilarak HEPG-2 (insan karaciger kanser hiicresi) ve A549 (insan akciger

kanser hiicresi) tiimor hiicreleri {izerinde in vitro anti kanser aktiviteleri incelenmistir.

Unissa vd. (2015) tarafindan 2015 yilinda yapilan bir bagka ¢aligmada ise halofilik bir
bakteri olan Idiomarina sediminum arginaz kaynagi olarak kullanilmistir. PVA-
sodyum alginat boncuk hazirlanmig ve bu boncuk bakteri hiicrelerini cogaltilacag: besi
ortamina ilave edilerek Idiomarina sediminum’un immobilizasyonu saglanmistir.
Daha sonra immobilize edilmis bakteriden arginaz enzimi saflastirilmis ve enzim
karakterize edilmistir. Saflastirilan arginaz enzimi kullanilarak Hela hiicreleri (rahim

agz1 kanseri) lizerine in vitro kanser aktivitesi calismasi yapilmistir. Ve g¢alisma
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sonunda arginaz enziminin antikanser ajani olarak potansiyel aday olabilecegi

sonucuna ulasilmistir.

Zhang vd. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada ise rekombinant insan arginaz-1 enzimi
elde edilmis ve elde edilen enzim kitosan pargaciklarina glutaraldehit kullanilarak
capraz baglanmistir. Hem serbest enzim hem de kitosana ¢apraz baglanmig immobilize
enzim i¢in karakterizasyon calismalar1 yapilmistir. Ayrica immobilize enzimin L-
ornitin iiretimi tizerine ¢alismalar yapilmistir. Calisma sonunda immobilize arginaz
enziminin gelecekte endiistriyel olarak L-ornitin tiretilmesi i¢in umut verici alternatif

bir yontem olacagi belirtilmistir.

Diger bir c¢alisma da E.coli bakteri hiicreleri kullanilarak tasarlanmis buz
cekirdeklenme proteinleri {lizerine insan arginaz I enzimi immobilize edilmistir.
Immobilize enzim icin optimum sicaklik 60°C’de ve optimum pH degeri ise 10,0
olarak bulunmustur. 40°C ve 60°C’de olmak tizere iki farkli sicaklikta tekrar
kullanilabilirlik ¢aligmalar1 yapilmistir. 40°C’de 5 kullanim sonrasinda aktivitesinin
%350’den fazlasini1 kaybettigi, 60°C’de ise 3 kullanim sonras1 aktivitesinin %50’den
fazlasini kaybettigi goriilmiistiir. Ayrica 40°C, pH 10 ve 1 mM Mn*? varliginda
ortamda bulunan argininin (200 g/L) yaklasik %95’ini 16 saat sonunda L-ornitine

dontistiriildiigi rapor edilmistir (Zhang vd., 2016).

Unissa vd. (2017) tarafindan yapilan ¢aligmada ldiomarina sediminium H1695’ten
saflastirilmig arginaz enzimi kullanilmistir. Enzim immobilizasyonu, farkli PEG ve
arginaz derigsimleri kullanilarak gergeklestirilmistir. Optimum arginaz: PEG oran
(molar) ve reaksiyon siiresi, enzimin etkili pegilasyonu i¢in sirasiyla 1:50 ve 3 saat
olarak bulunmustur. Hem serbest enzim hem de immobilize enzim igin optimum pH
ve sicaklik degerleri belirlenmistir. Optimum pH degerleri serbest enzim ve
immobilize enzim i¢in sirasiyla 7 ve 7,5 olarak bulunmustur. Enzim immobilize
(pegilasyon) edildikten sonra fizyolojik pH’da aktivite géstermeye devam etmistir.
Immobilize enzim pH’daki degisimler karsisinda etkinligini ve stabilitesini
siirdlirmeye devam etmistir. Sicaklik etkisi lizerine yapilan ¢aligmalarda serbest enzim
icin optimum sicaklik degeri 37°C iken bu deger immobilize enzim i¢in ¢ok az bir artig
gostererek 38°C olmustur. Immobilizasyon islemi sonrasinda enzimin termal
stabilitesi artmistir. Immobilize enzim 37°C’de aktivitesinin %92,74’{inii korumustur.
Bunlarin haricinde serbest enzim ve immobilize enzim i¢in yarilanma siirelerinin

belirlenmesi iizerine ¢alismalarda yapilmistir. Serbest enzimin yarilanma siiresi 1,5
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giin iken immobilize enzim i¢in 2,5 giin olarak belirlenmistir. Yapilan kinetik
calismalar sonucu immobilize enzim i¢in Km Ve Vmax degerleri sirasiyla 2,44 mM ve
169,49 U/mL olarak bulunmustur. Km degerinin immobilizasyon sonrasi az da olsa
arttig1 belirtilmistir. Fakat Vmax degeri ile ilgili herhangi bir yorumda bulunulmamustir.
Uygulama i¢in yapilan ¢aligmalarda ise A375-C6 ve HCT-113 kanser hiicrelerine karsi
MTT testi yapilmistir ve ICso degerleri sirasiyla 4,24+0,11 mg/mL ve 5,12+0,21

mg/mL olarak bulunmustur.
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2. MATERYAL VE YONTEM

Bu ¢alismada, elektroegirme yontemiyle sentezlenen sekiz farkli nanofiberin sentezi,
karakterizasyonu ve bu nanofiberlerin arginaz immobilizasyonu i¢in kullanilabilirligi
aragtirtlmistir. Ayrica aktivite ve kararlilik acgisindan en uygun olan arginaz

immobilize nanofiber sistemi i¢in L-ornitin olusturma performansi incelenmistir.

2.1. Kimyasal Maddeler, Cihazlar ve Cozeltiler

2.1.1. Kimyasal maddeler

Kullanilan  kimyasallar; seliiloz asetat (Mn~50,000), polivinil  prolidon
(Mw~1,300,000), polivinil alkol (Mw 130,000, 99+% hydrolyzed), kitosan (from
shrimp shells, >75% deacetylated), poli kaprulakton (Mn: 45,000), B-siklo dekstrin
(Mw 1,134,98 g/mol), mangan (II) kloriir, mangan (II) asetat tetrahidrat, L-arginaz
(from bovine liver, 2,5 KU), L-ornitin, glutaraldehit, iire, a-izonitrosoprropiofenon,
sodyum kloriir, siilfiirik asit, fosforik asit, asetik asit, etanol, sodyum sitrat dihidrat,
asetik asit, sodyum asetat trihidrat, sodyum disodyum hidrojen fosfat, dihidrojen
fosfat, tris, glisin, sigir serum albumin, Sigma Chemical firmasindan; sodyum
hidroksit, sodyumnitroprussid, fosforik asit, sodyum hipoklorit, amonyum siilfat,
amonyak, Coomassie Brillant Blue G-250, sitrik asit monohidrat, potasyum kloriir,
magnezyum kloriir, sodyum kloriir, D(+)-glukoz Merck Chemical firmasindan satin

alinarak temin edildi.

2.1.2. Cihazlar

Kullanilan  cihazlar ise sunlardir:  Ultraviyole-goriiniir 151k absorbsiyon
spektrofotometresi (UV-VIS) (PG Instruments T60), elektroegirme cihazi (Inovenso),
taramal1 elektron mikroskobu (SEM) (JEOL JSM-7600 F model), fourier doniisiimlii
kizil6tesi spektrofotometre (FTIR) (Thermo Nicolet iS10), termogravimetrik analiz

cihaz1 (TGA) (Perkin Elmer), X-Isin1 kirinim yontemi cihazi (XRD) (Rigaku
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SmartLab), su banyosu (Niive BM402), santrifiij (Niive NF800), inkiibator (Niive
ENS500), ¢alkalamali karistirict (Niive SL350), hassas terazi (Shimadzu), manyetik
karistiric1 (Wisestir MSH-20A), pH metre (Thermo Orion 4star).

2.1.3. Cozeltilerin hazirlanmasi
2.1.3.1. Bradford ¢ozeltisinin hazirlanmasi

100 mg coomassie brilllant blue G-250 alinarak 50 mL %95’lik etanol icerisinde
¢oziildii ve tizerine 100 mL %85°lik H3POg ilave edildi. Son hacim saf su ile 1 L’ye
tamamlandi ve bir gece boyunca karistirildi. Cozelti hazirlandiktan sonra siizme islemi

yapild1 ve buzdolabinda saklandi.

2.1.3.2. Arginaz aktivitesi tayininde kullanilan ¢ozeltiler

e 50 mM tris-HCI: 1,514 g tris alinarak 200 mL saf suda ¢6ziildii. 0,1 M HCI ile
pH 7,5’e ayarlandi ve daha sonra toplam 250 mL’ye tamamlandi.

e TBS tamponu: 1,514 g Tris, 2,194 g NaCl ve 0,25 g BSA alinarak 200 mL saf
suda sirayla ¢oziildi. 0,1 M HCI ile pH 7,5’¢ ayarland1 ve daha sonra toplam
250 mL’ye tamamlandi.

e 10 mM MnCl2: 0,126 g MnCl; alinarak 100 mL’lik balon jojeye konuldu.
Uzerine bir miktar 50 mM Tris-HCI eklenerek ¢oziildii ve daha sonra toplam

hacim 100 mL’ye tamamlandi.

e 50 mM L-arginin: 0,871 g L-arginin alinarak 80 mL saf suda ¢oziildii. 0,1 M
HCI ile pH 9,7’ye ayarland: ve daha sonra toplam 100 mL’ye tamamlandi.
e Asit ¢ozeltisi: 21 mL H2SOg4, 63 mL H3PO4 ve 147 mL H,0O alinarak bir balon

jojede karistirildi ve asit ¢ozeltisi elde edildi.

e %5’lik ISPF: 0,5 g a-izonitrosoprropiofenon alinarak 10 mL’lik balon jojeye
konuldu. Uzerine bir miktar etanol eklenerek ¢oziildii ve daha sonra toplam

hacim 10 mL’ye tamamlandi.
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2.1.3.3. pH ¢alismalarinda kullanilan tampon ¢ozeltiler

e pH=3,0 tamponu hazirlanmasi: Sitrat tamponu i¢in 1,4705 g sodyum sitrat
hepta hidrat alinarak 80 mL saf suda ¢oziildii. pH’1 ayarlandi ve daha sonra
toplam 100 mL’ye tamamlandi.

e pH=4,0 ve pH=5,0 tamponu hazirlanmasi: Asetat tamponu i¢in 0,6804 g
sodyum asetat trihidrat alinarak 80 mL saf suda ¢oziildii. pH’1 ayarland1 ve
daha sonra toplam 100 mL’ye tamamlandi.

e pH=6,0, pH=7,0 ve pH=8,0 tamponu hazirlanmas1: Fosfat tamponu i¢in 1,340
g sodyum fosfat dibazik hepta hidrat alinarak 80 mL saf suda ¢oziildi. pH’1
ayarlandi ve daha sonra toplam 100 mL’ye tamamlandi.

e pH=9,0 ve pH=10,0 tamponu hazirlanmas1: Tris-HCI tamponu i¢in 0,6057 g
Trisma alinarak 80 mL saf suda ¢6ziildii. pH’1 ayarlandi ve daha sonra toplam
100 mL’ye tamamlandi.

e pH=11,0 ve pH=12,0 tamponu hazirlanmasi: Glisin tamponu i¢in 0,3754 g
glisin alinarak 80 mL saf suda ¢6ziildii. pH’1 ayarlandi ve daha sonra toplam

100 mL’ye tamamlanda.

2.2. Deneysel Yontem

2.2.1. Bradford protein tayini

Enzimin nanofiberlere immobilizasyonu ve sonrasinda ortamda bulunan protein
miktart tayini Bradford yontemiyle yapildi. Bu yontem Bradford reaktifinin farkl
derisimlerdeki protein c¢ozeltilerinde farkli siddette mavi renk olusturmasindan
faydalanilarak gelistirilmistir. Bu reaktif proteinlerin yapisindaki, aromatik halka
iceren amino asitler ve arginin gibi bazik aminoasitlere baglanir ve bunun sonucunda
olusan kompleks 595 nm’de maksimum absorbans gosterir. Yontemin hassasiyeti 1-

100 pg araliginda degismektedir (Bradford, 1976).

Standart kalibrasyon grafigini olusturmak igin, 10-100 pg/mL araliginda sigir serum
albliminin (BSA) ¢ozeltileri kullanildi. Yontemin uygulama detaylar1 Cizelge 2.1.’de
ve 10-100 ug/mL araliginda olusturulan kalibrasyon grafigi Sekil 2.1.’de verilmistir.
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Cizelge 2.1. Bradford protein tayini yontemi

Kor Standart Ornek
Destile su 0,01 mL - -
Standart cozelti - 0,01 mL -
Ornek cozelti - - 0,01 mL
Bradford reaktifi 3mL 3mL 3mL

Tiipler 15 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
595 nm’de UV-VIS cihazinda absorbanslar okundu.
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Sekil 2.1. Protein tayini kalibrasyon grafigi

2.2.2. Arginaz enzimi i¢in aktivite tayini

Bu aktivite tayin yontemi L-argininin arginaz tarafindan hidrolizi ile iiretilen tirenin
derigiminin Ol¢iilmesine dayanan kolorimetrik bir yontemdir (Corraliza vd., 1994;

Bordage vd., 2017). Aktivite yontemi Cizelge 2.2.’de verilmistir.

Cizelge 2.2. Arginaz aktivite tayin yontemi

Kor Ornek
Enzim - 100 puL
TBS (tampon) 100 uL -
MnCl: 300 pL 300 pL
Arginin 200 pL 200 pL
37°C’de 60 dk. inkiibasyon
Asit Cozeltisi 1200 pL 1200 pL
ISPF 100 pL 100 pL

100°C’de 45 dk inkiibasyon
10 dk karanlikta sogumaya birakildi ve 540 nm’de UV-VIS cihazinda absorbanslar okundu.

74



Aktivite tayin metodu ile elde edilen absorbans degerleri ile olugan iire miktarinin
hesaplanmasi i¢in Sekil 2.2.’de verilen standart iire kalibrasyon grafigi kullanilmistir.

Hesaplamalarda kullanilan denklemler (2.1.) ve (2.2.)’de verilmistir.
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Sekil 2.2. Standart iire kalibrasyon grafigi

Aktivite (U) _ umol ire x Toplam hacim (2.1.)

t (dak)x ornek hacmi

Spesifik Aktivite ( 7 ) — Aktivite(V) (2.2)

mg protein mg protein

2.2.3. Elektroegirme yontemi ile nanofiberlerin sentezi

Gilintimiizde nanofiber iiretimi i¢in pek ¢ok farkli yontem kullanilmaktadir. Bu tez
calismasinda elektrostatik kuvvetler kullanarak nanometre ile mikrometre arasinda
degisen caplarda polimer fiberlerin iiretimi ig¢in en etkin, kolay uygulanabilen,
ekonomik, hizli, siirekli tiretim i¢in uygun ve ¢ok yonlii bir fiber iiretim teknigi olan

elektroegirme yontemi kullanilmistir.

Oncelikle, iiretilmek istenen nanofiberlerde bulunan polimerler uygun ¢oziiciiler
kullanilarak polimer ¢ozeltileri hazirlandi. Polimer ¢dzeltisi siringa igine alindi ve
siringa besleme tinitesinin i¢ine yerlestirildi. Siringanin bagli bulundugu igne ucu ile
tam karsisinda bulunan toplayici plaka arasina gii¢ kaynagi vasitastyla ytliksek gerilim
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uygulanarak elektriksel alana maruz birakildi. Sabit akis hizinda gonderilen polimer
¢ozeltisi ile toplayici plaka arasinda uygulanan yiiksek gerilim sayesinde homojen

fiberler olusur. Sekil 2.3.’de tez ¢alismasi boyunca kullanilan elektroegirme cihazi

gosterilmistir.

Sekil 2.3. Calismalarda kullanilan elektroegirme cihazi

2.2.3.1.CA/PVP nanofiberlerin sentezi

Farkl1 derisimlerde CA (%7,5, 10, 12,5) ve PVP (%2,5 ve 5) polimer ¢ozeltileri ayr1
ayr1 hazirlandi. CA asetik asit igerisinde PVP ise etanol icerisinde oda sicakliginda
tamamen ¢6ziinene kadar siirekli olarak karistirildi. CA/PVP nanofiberleri hazirlamak
icin kullanilacak degisken parametreler %CA derisimi, %PVP derisimi, uygulanan
voltaj, igne ve toplayici plaka arasi uzaklik ve besleme {iinitesi akis hizidir. Tim
kombinasyonlarda, CA ve PVP ¢ozeltileri esit hacimde karistirildi. Hazirlanan polimer
karigimlari, 10 mL’lik siringaya dolduruldu. Siringa, besleme {initesine yerlestirildi,
uygun bir enjeksiyon hiz1 (0,3-0,5 mL/sa) belirlendi ve polimer ¢ozeltisi ile pozitif
elektrot arasindaki baglanti kuruldu. Olusan nanofiberlerin toplanacag: plaka uygun
bir uzakliga (15-20 cm) yerlestirildi. Uygun elektrik alan olusturabilmek igin cihazin
voltaji (13-17 kV) ayarlandi ve cihaz c¢alistirildi. Degisik kosullarda hazirlanan
nanofiberler SEM cihazinda analiz edildi ve immobilizasyon c¢alismalarinda

kullanilacak nanofiberler i¢in uygun kosullar belirlendi.
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2.2.3.2.CA/PVP/Mn*? nanofiberlerin sentezi

CA derisimi (%12,5) ve PVP derisimi (%5) sabit tutularak farkli derisimlerde Mn*?
(%0,1; 0,2; 0,3; 0,4 ve 0,5) olacak sekilde polimer ¢ozeltileri hazirlandi. Tim
kombinasyonlarda, Mn*? kaynag1 olarak mangan (II) asetat tetrahidrat kullanildi. CA
asetik asit icerisinde, PVP etanol icerisinde ¢oziildii. Mn*? ise hazirlanan her iki ¢ozelti
karistirlmadan hemen Once PVP c¢ozeltisinin igerisine ilave edilerek c¢oziildii.
CA/PVP/Mn*? nanofiberleri hazirlamak igin kullanilacak degisken parametreler
%Mn*? derisimi, uygulanan voltaj, igne ve toplayici plaka arasi uzaklik ve besleme
tinitesi akis hizidir. Hazirlanan ¢ozeltiler esit hacimde karistirildi. Hazirlanan polimer
karigimlari, 10 mL’lik siringaya dolduruldu. Siringa, besleme iinitesine yerlestirildi,
uygun bir enjeksiyon hiz1 (0,3-0,6 mL/sa) belirlendi ve polimer ¢ozeltisi ile pozitif
elektrot arasindaki baglanti kuruldu. Olusan nanofiberlerin toplanacag: plaka uygun
bir uzakliga (13-20 cm) yerlestirildi. Uygun elektrik alan olusturabilmek i¢in cihazin
voltaj1 (15-19 kV) ayarlandi ve cihaz ¢alistir1ld1. Farkli Mn*2 derisimlerinde hazirlanan
ham nanofiberler SEM cihazinda analiz edildi. En uygun fiber morfolojisine sahip
nanofiberler belirlendi ve immobilizasyon ¢alismalarinda kullanilacak nanofiberler

icin uygun kosullar belirlendi.

2.2.3.3.PVA/CH nanofiberlerin sentezi

PVA derisimi %6 ve CH derisimi ise %1 olacak sekilde polimer ¢ozeltileri hazirlandi.
PVA polimer ¢ozeltisi saf su ile 60°C’de 4 saat boyunca karistirildi ve homojen ¢ozelti
elde edildi. CH polimer ¢ozeltisi ise %1’lik asetik asit ¢ozeltisinde oda sicakliginda
tamamen ¢Oziinene kadar kanistirildi. PVA/CH nanofiberleri hazirlamak igin
kullanilacak degisken parametreler uygulanan voltaj, igne ve toplayici plaka arasi
uzaklik ve besleme {nitesi akis hizidir. Hazirlanan c¢ozeltiler esit hacimlerde
karistirildi. Tamamen karisan polimer ¢ozeltilere %1 oraninda Triton X-100 ilave
edildi. Hazirlanan polimer karigimlari, 10 mL’lik siringaya dolduruldu. Siringa,
besleme iinitesine yerlestirildi, uygun bir enjeksiyon hiz1 (0,2-0,5 mL/sa) belirlendi ve
polimer ¢6zeltisi ile pozitif elektrot arasindaki baglanti kuruldu. Olusan nanofiberlerin
toplanacagi plaka uygun bir uzakliga (13-19 cm) yerlestirildi. Uygun elektrik alan
olusturabilmek i¢in cihazin voltaji (13-16 kV) ayarlandi ve cihaz ¢aligtirild.
Elektroegirme yontemi ile elde edilen nanofiberlerin suda c¢oziinmemesi igin

glutaraldehitin asetonda hazirlanmis susuz ¢oOzeltisi ile capraz baglama islemi
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gerceklestirildi. Elde edilen hem ham hem de ¢apraz bagli nanofiberlerin marfolojileri
SEM cihazinda belirlendi ve immobilizasyon ¢alismalarinda kullanilacak nanofiberler

i¢in uygun kosullar belirlendi.

2.2.3.4.PVA/CH/Mn*2 nanofiberlerin sentezi

PVA derisimi (%6) ve CH derisimi (%1) sabit tutularak farkli derisimlerde Mn*2
(%0,1; 0,2; 0,3; 0,4 ve 0,5) olacak sekilde polimer ¢ozeltileri hazirlandi. Tim
kombinasyonlarda, Mn*? kaynag1 olarak mangan (II) asetat tetrahidrat kullanildi. PVA
60°C’de saf suda, CH ise %1°lik asetik asit icerisinde ¢dziildii. Mn*? ise hazirlanan her
iki ¢ozelti karistirilmadan hemen 6nce oda sicakligindaki PVA ¢ozeltisinin igerisine
ilave edilerek ¢oziildii. PVA/CH/Mn*? nanofiberleri hazirlamak icin kullanilacak
degisken parametreler %Mn*? derisimi, uygulanan voltaj, igne ve toplayici plaka arast
uzaklik ve besleme tinitesi akis hizidir. Hazirlanan ¢ozeltiler esit hacimde karistirildi.
Tamamen karigan polimer c¢ozeltilere %1 oraninda Triton X-100 ilave edildi.
Hazirlanan polimer karigimlarr, 10 mL’lik siringaya dolduruldu. Siringa, beslenme
tinitesine yerlestirildi, uygun bir enjeksiyon hizi (0,3-0,6 mL/sa) belirlendi ve polimer
cozeltisi ile pozitif elektrot arasindaki baglanti kuruldu. Olusan nanofiberlerin
toplanacagi plaka uygun bir uzakliga (13-18 cm) yerlestirildi. Uygun elektrik alan
olusturabilmek igin cihazin voltaji (14-19 kV) ayarlandi ve cihaz calistirild.
Elektroegirme yontemi ile elde edilen nanofiberlerin suda c¢oziinmemesi icin
glutaraldehitin asetonda hazirlanmis susuz ¢o6zeltisi ile g¢apraz baglama islemi
gerceklestirildi. Elde edilen hem ham hem de ¢apraz bagli nanofiberlerin marfolojileri
SEM cihazinda belirlendi ve immobilizasyon ¢aligsmalarinda kullanilacak nanofiberler

i¢cin uygun kosullar belirlendi.

2.2.3.5.PCL/CH nanofiberlerin sentezi

Farkli derisimlerde PCL (%135, 20, 25) ve CH (%1 ve 2) polimer ¢ozeltileri ayr1 ayri
hazirlandi. PCL diklorametan icerisinde CH ise formik asit icerisinde oda sicakliginda
tamamen ¢Oziinene kadar siirekli olarak karistirildi. PCL/CH nanofiberleri hazirlamak
icin kullanilacak degisken parametreler %PCL derisimi, %CH derisimi, uygulanan
voltaj, igne ve toplayici plaka arasi uzaklik ve besleme {initesi akis hizidir. Tiim
kombinasyonlarda, PCL ve CH ¢ozeltileri esit hacimde karistirildi. Hazirlanan polimer

karigimlari, 10 mL’lik siringaya dolduruldu. Siringa, besleme iinitesine yerlestirildi,
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uygun bir enjeksiyon hizi (0,2-0,5 mL/sa) belirlendi ve polimer ¢ozeltisi ile pozitif
elektrot arasindaki baglanti kuruldu. Olusan nanofiberlerin toplanacagi plaka uygun
bir uzakliga (12-17 cm) yerlestirildi. Uygun elektrik alan olusturabilmek i¢in cihazin
voltaji (14-24 kV) ayarlandi ve cihaz calistirildi. Degisik kosullarda hazirlanan
nanofiberler SEM cihazinda analiz edildi ve immobilizasyon ¢aligmalarinda

kullanilacak nanofiberler i¢in uygun kosullar belirlendi.

2.2.3.6.PCL/CH/Mn*2 nanofiberlerin sentezi

PCL derisimi (%20) ve CH derisimi (%2) sabit tutularak farkli derisimlerde Mn*?
(%0,1; 0,2; 0,3; 0,4 ve 0,5) olacak sekilde polimer ¢ozeltileri hazirlandi. Tim
kombinasyonlarda, Mn*2 kaynag1 olarak mangan (II) asetat tetrahidrat kullanildi. PCL
oda sicakliginda diklorametan igerisinde ¢6ziildii. Formik asit i¢cerinde dnce mangan
(1) asetat tetrahidrat tamamen ¢oziildiikten sonra CH bu ¢ozeltiye ilave edildi ve oda
sicakliginda ¢oziinene kadar siirekli karistirild.  PCL/CH/Mn*?  nanofiberleri
hazirlamak i¢in kullanilacak degisken parametreler %Mn*2 derisimi, uygulanan voltaj,
igne ve toplayici plaka arasi uzaklik ve besleme {initesi akis hizidir. Hazirlanan
cozeltiler esit hacimde karistirildi. Hazirlanan polimer karigimlari, 10 mL’lik siringaya
dolduruldu. Siringa, besleme tinitesine yerlestirildi, uygun bir enjeksiyon hiz1 (0,3-0,5
mL/sa) belirlendi ve polimer ¢6zeltisi ile pozitif elektrot arasindaki baglant1 kuruldu.
Olusan nanofiberlerin toplanacagi plaka uygun bir uzakliga (14-20 cm) yerlestirildi.
Uygun elektrik alan olusturabilmek i¢in cihazin voltaji (18-26 kV) ayarland: ve cihaz
calistirildi. Farkli Mn*2 derisimlerinde hazirlanan ham nanofiberler SEM cihazinda
analiz edildi. En uygun fiber morfolojisine sahip nanofiberler belirlendi ve
immobilizasyon c¢alismalarinda kullanilacak nanofiberler icin uygun kosullar

belirlendi.

2.2.3.7.PVA/B-CD nanofiberlerin sentezi

Farkli derisimlerde PVA (%6 ve 7) ve B-CD (%1, 2, 3 ve 4) polimer ¢dzeltileri birlikte
hazirland1. Oncelikle 60°C’de PVA tamamen ¢oziinene kadar karistirildi. Daha sonra
bu ¢ozeltiye B-CD ilave edildi ve 50°C’de homojen karisgim elde edilene kadar
karistirildi. Tamamen karisan polimer ¢ozeltilere %1 oraninda Triton X-100 ilave
edildi. PVA/B-CD nanofiberleri hazirlamak i¢in kullanilacak degisken parametreler

%PVA derisimi, %B-CD derisimi, uygulanan voltaj, igne ve toplayict plaka arasi
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uzaklik ve besleme tinitesi akis hizidir. Hazirlanan polimer karigimlari, 10 mL’lik
siringaya dolduruldu. Siringa, besleme iinitesine yerlestirildi, uygun bir enjeksiyon
hiz1 (0,3-0,6 mL/sa) belirlendi ve polimer ¢ozeltisi ile pozitif elektrot arasindaki
baglant1 kuruldu. Olusan nanofiberlerin toplanacagi plaka uygun bir uzakliga (12-20
cm) yerlestirildi. Uygun elektrik alan olusturabilmek i¢in cihazin voltaji (10-18 kV)
ayarlandi ve cihaz galistirildi. Elektroegirme yontemi ile elde edilen nanofiberlerin
suda ¢oziinmemesi i¢in glutaraldehitin asetonda hazirlanmis susuz ¢ozeltisi ile capraz
baglama islemi gerceklestirildi. Elde edilen hem ham hem de capraz bagh
nanofiberlerin  marfolojileri SEM cihazinda belirlendi ve immobilizasyon

caligsmalarinda kullanilacak nanofiberler i¢in uygun kosullar belirlendi.

2.2.3.8.PVA/B-CDIMn*? nanofiberlerin sentezi

PVA derisimi (%6) ve B-CD derisimi (%3) sabit tutularak farkli derisimlerde Mn*2
(%0,1; 0,2; 0,3; 0,4 ve 0,5) olacak sekilde polimer ¢ozeltileri hazirlandi. Tim
kombinasyonlarda, Mn*? kaynag1 olarak mangan (II) asetat tetrahidrat kullanilda.
Oncelikle PVA 60°C’de tamamen ¢6ziildii, ardindan bu ¢ozeltiye p-CD ilave edildi ve
50°C’de homojen karisim elde edilene kadar karistirildi. Elde edilen ¢6zelti sogutuldu
ve mangan (I1) asetat tetrahidrat tamamen ¢6ziinene kadar stirekli karistirildi. PVA/B-
CD/Mn*? nanofiberleri hazirlamak icin kullanilacak degisken parametreler %Mn*?
derigimi, uygulanan voltaj, igne ve toplayici plaka arasi uzaklik ve besleme iinitesi akis
hizidir. Hazirlanan polimer karigimlari, 10 mL’lik siringaya dolduruldu. Siringa,
besleme tinitesine yerlestirildi, uygun bir enjeksiyon hiz1 (0,4-0,6 mL/sa) belirlendi ve
polimer ¢ozeltisi ile pozitif elektrot arasindaki baglanti kuruldu. Olusan nanofiberlerin
toplanacagi plaka uygun bir uzaklhiga (12-20 cm) yerlestirildi. Uygun elektrik alan
olusturabilmek i¢in cihazin voltaji (12-18 kV) ayarlandi ve cihaz caligtirild.
Elektroegirme yontemi ile elde edilen nanofiberlerin suda c¢oziinmemesi igin
glutaraldehitin asetonda hazirlanmis susuz ¢ozeltisi ile capraz baglama islemi
gergeklestirildi. Elde edilen hem ham hem de ¢apraz bagl nanofiberlerin marfolojileri
SEM cihazinda belirlendi ve immobilizasyon ¢aligsmalarinda kullanilacak nanofiberler

i¢cin uygun kosullar belirlendi.
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2.3.4. Nanofiberlerin karakterizasyonu
2.3.4.1. Taramali elektron mikroskobu

Farkli kosullarda iiretilen nanofiberleri, morfolojik olarak degerlendirebilmek i¢in
Mugla Sitk1 Kogman Universitesi Arastirma Laboratuvarlar1 Merkezi’nde bulunan

JEOL JSM-7600F model SEM cihazi kullanilarak yapilarin SEM goriintiileri alindi.

2.3.4.2. Fourier doniisiimlii kizilétesi spektroskopisi

Nanofiberlerin kimyasal yapis1 ve yiizey gruplarmin belirlenmesi i¢cin Mugla Sitki
Kocman Universitesi Arastirma Laboratuvarlart Merkezi’nde bulunan Thermo Nicolet

1S10 model FTIR cihazi kullanilarak IR analizleri yapildi.

2.3.4.3. Termogravimetrik analiz

Nanofiberlerin termal davraniglarini belirlemek i¢in, Mugla Sitki Kogman Universitesi
Aragtirma Laboratuvarlart Merkezi’nde bulunan Perkin Elmer TGA 4000 kullanilarak,

N2 gazi kosulunda, 50-650°C sicaklik araliginda termogravimetrik analizleri yapildi.

2.3.4.4. X-Isint kirtmim yontemi (XRD)

Nanofiberlerin yapisal analizlerini belirlemek igin, Mugla Sitk1 Kogman Universitesi
Arastirma Laboratuvarlart Merkezi’nde bulunan Rigaku SmartLab marka X-isini

difraktometresi kullanilmigtir.

2.3.5. Nanofiberlere arginaz immobilizasyonunun optimizasyonu

Arginaz enziminin nanofiberlere immobilizasyonu i¢in adsorpsiyon ve ardindan
glutaraldehitle (GA) ¢apraz baglama yontemleri kullanildi. Arginaz immobilizasyon
kosullarin1 optimize etmek amaciyla arginaz miktari (0,1-4 U/mL); nanofiber miktari
(2,5-15 mg); adsorpsiyon siiresi (5-30 dk) ve GA derisimi (%]1-5) parametreleri

belirlendi.
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2.3.5.1. Arginaz miktarinin belirlenmesi

Derigimleri 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 2 ve 4 U/mL olan pH 7,5 TBS tamponunda
hazirlanan arginaz enzim ¢ozeltileri, 20 dk boyunca 10 mg nanofiberler ile muamele
edilerek, arginaz enziminin nanofiberlere adsorpsiyonu saglandi. Daha sonra ortama,
derisimi %2 olacak sekilde GA ilave edilerek, 20 dk siireyle capraz baglama
reaksiyonu gerceklestirildi. Siipernatantlar, ayrildiktan sonra, fazla GA’nin ortamdan
uzaklastirilmasi igin ti¢ kez pH 7,5 TBS tamponu ile arginaz immobilize nanofiberler
yikandi. Siipernatantta kalan protein, Bradford yontemi kullanilarak belirlendi. Serbest
arginaz ve arginaz immobilize nanofiberlerin aktivitesi, arginaz enzim aktivitesi tayin

yontemi kullanilarak tespit edildi.

2.3.5.2. Nanofiber miktaruin belirlenmesi

pH 7,5 TBS tamponunda optimize edilen derisimde arginaz enzimi hazirlandi. 20
dakika boyunca 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5; 15 ve 20 mg nanofiberler ile muamele edildi ve
arginaz enziminin nanofiberlere adsorpsiyonu saglandi. Daha sonra ortama, derisimi
%?2 olacak sekilde GA ilave edilerek, 20 dk siireyle ¢apraz baglama reaksiyonu
gerceklestirildi.  Stipernatantlar, ayrildiktan sonra, fazla GA’nin ortamdan
uzaklastirilmasi igin ti¢ kez pH 7,5 TBS tamponu ile arginaz immobilize nanofiberler
yikandi. Siipernatantta kalan protein, Bradford yontemi kullanilarak belirlendi. Serbest
arginaz ve arginaz immobilize nanofiberlerin aktivitesi, arginaz enzim aktivitesi tayin

yontemi kullanilarak tespit edildi.

2.3.5.3. Adsorpsiyon sziresinin belirlenmesi

pH 7,5 TBS tamponunda optimize edilen derisimde arginaz enzimi hazirlandi. 5, 10,
15, 20, 25 ve 30 dk siirelerde optimize edilen miktardaki nanofiber ile muamele
edilerek, arginaz enziminin nanofiberlere adsorpsiyonu saglandi. Daha sonra ortama,
derisimi %2 olacak sekilde GA ilave edilerek, hangi adsorpsiyon siiresinde
caligiliyorsa o siire kadar ¢apraz baglama reaksiyonu gercgeklestirildi Siipernatantlar,
ayrildiktan sonra, fazla GA’nin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in ii¢ kez pH 7,5 TBS
tamponu ile arginaz immobilize nanofiberler yikandi. Siipernatantta kalan protein,

Bradford yontemi kullanilarak belirlendi. Serbest arginaz ve arginaz immobilize
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nanofiberlerin aktivitesi, arginaz enzim aktivitesi tayin yontemi kullanilarak tespit
edildi.

2.3.5.4. Glutaraldehit (GA) derisimin belirlenmesi

pH 7,5 TBS tamponunda optimize edilen derisimde arginaz enzimi hazirlandi.
Optimize edilen siire boyunca optimize edilen miktardaki nanofiber ile muamele
edilerek, arginaz enziminin nanofiberlere adsorpsiyonu saglandi. Daha sonra ortama,
derisimi, %1, 2, 3, 4 ve 5 olacak sekilde GA ilave edilerek, optimize edilen stire kadar
capraz baglama reaksiyonu gercgeklestirildi. Siipernatantlar, ayrildiktan sonra, fazla
GA’nin ortamdan uzaklastirilmasi igin ii¢ kez pH 7,5 TBS tamponu ile arginaz
immobilize nanofiberler yikandi. Siipernatantta kalan protein, Bradford yodntemi
kullanilarak belirlendi. Serbest arginaz ve arginaz immobilize nanofiberlerin

aktivitesi, arginaz enzim aktivitesi tayin yontemi kullanilarak tespit edildi.

2.3.6. Nanofiberlere immobilize arginazin karakterizasyonu

Optimum kosullarda hazirlanan arginaz immobilize nanofiberlerin karakterizasyonu
icin; optimum sicaklik, optimum pH, pH kararliligi, termal kararlhilik, kinetik

parametreler ve tekrar kullanilabilirlik incelendi.

2.3.6.1. Optimum sicaklik

Serbest arginaz ve arginaz immobilize nanofiberlerin optimum sicakliklarini
belirlemek amaciyla, pH 7,5 TBS tamponunda, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65
ve 70°C’de aktivite tayinleri yapildi. Ayni kosullarda serbest arginaz enzimi igin
yapilan analizler ile belirlenen sonuglar kiyaslandi. %Bagil aktivite ise denklem 2.3

kullanilarak hesaplandi.

Calisilan sicakliktaki aktivite

%Bagil Aktivite = x 100 (2.3)

Optimum sicakliktaki aktivite

2.3.6.2. Optimum pH

Serbest arginaz ve arginaz immobilize nanofiberlerin optimum pH’larini belirlemek
amaciyla; her birinin derisimi 50 mM olan pH 3,0 sitrat tamponunda, pH 4,0 ve 5,0

asetat tamponunda, pH 6,0; 7,0 ve 8,0 fosfat tamponunda, pH 9,0 ve 10,0 Tris-HCI
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tamponunda, pH 11,0 ve 12,0 glisin tamponunda aktivite tayinleri yapildi. Ayni
kosullarda serbest arginaz enzimi igin yapilan analizler ile belirlenen sonuglar

kiyaslandi. %Bagil aktivite ise denklem 2.4 kullanilarak hesaplandi.

Calisilan pHrdaki aktivite

%Bagil Aktivite = 100 (2.4)

Optimum pHrdaki aktivite

2.3.6.3. pH kararliiligi

Serbest arginaz ve arginaz immobilize nanofiberlerin pH kararliliklarini incelemek
amaciyla; hazirlanan immobilize arginaz sistemleri her birinin derisim 50 mM olan,
pH 3,0 sitrat tamponunda, pH 4,0 ve 5,0 asetat tamponunda, pH 6,0; 7,0 ve 8,0 fosfat
tamponunda, pH 9,0 ve 10,0 Tris-HCI tamponunda, pH 11,0 glisin tamponunda 1 saat
bekletildi ve hemen ardindan aktivite tayinleri yapildi. Ayni kosullarda serbest arginaz
enzimi i¢inde pH kararlilik denemeleri yapildi ve immobilize enzim sonuglart ile

kiyaslandi. %Bagil aktivite ise, denklem 2.5. kullanilarak hesaplandi.

o .. alisilan pH'da inkiibasyon sonrasi kalan aktivite
%Bagil Aktivite = AN P —22y x 100 (2.5.)

Maksimum aktivite

2.3.6.4. Termal karariilik

Serbest arginaz ve arginaz immobilize nanofiberlerin termal kararliliklarini incelemek
amaciyla; sicakliklar1 4, 30, 37, 40, 45, 45, 50, 60, 70, 80 ve 90°C’de sabit olan su
banyolarinda 1 saat inkiibe edildi ve hemen ardindan aktivite tayinleri yapildi. %Bagil

aktivite ise, denklem 2.6. kullanilarak hesaplandi.

o .. alisilan sicaklikta inkiibasyon sonrasi kalan aktivite
%Bagil Aktivite = Caby Y x 100 (2.6.)

Maksimum aktivite

2.3.6.5. Kinetik sabitlerin belirlenmesi

5-50 mM derisim araliginda L-arginin kullanilarak arginaz immobilize nanofiberlerin
ve serbest arginaz aktiviteleri standart aktivite kosullarinda tayin edildi. Lineweaver-

Burk diyagraminda Km Ve Vmax degerleri belirlendi.
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2.3.6.6. Tekrar kullanilabilirlik

Arginaz immobilize nanofiberlerin aktivite tayinleri ardisik olarak standart aktivite
tayin kosullarinda tayin edildi. %Bagil aktivite ise, denklem 2.7. kullanilarak
hesaplandi.

o .. Tekrar kullanim sonrasi kalan aktivite
%Bagil Aktivite = - = % 100 (2.7)

Baslangi¢ aktivitesi

2.3.7. Geri dongiilii kolon sistemi ile L-ornitin iiretimi

Aktivite ve kararlilik agisindan en uygun olan arginaz immobilize PVA/B-CD/Mn*?
nanofiber membranlar ile Sekil 2.4.’de verilen geri dongiilii kolon sistemi kuruldu. Bu
sistem ¢ift ¢ceperli kolon, rezervuar, peristaltik pompa ve su banyosundan olusturuldu.
Kolon, arginaz immobilize PVA/B-CD/Mn*? nanofiber membranlar ile dolduruldu ve
kolonun dis ¢eperinden 45°C’de sabit sicaklikta su sirkiilasyonu saglandi. 100 mL 50
mM pH’1 8,0 olan L-arginin ¢ozeltisi rezervuara koyuldu ve bu substrat ¢ozeltisi
stirekli manyetik karistirici ile karistirildi. Akis hizt ise 1 mL/dk olarak ayarlandi ve
pompa calistirildi. Baglangicta ve reaksiyon boyunca belirli zaman araliklarinda
rezervuar i¢inden ornekler alindi. Her dongii sonunda substrat ¢ozeltisi yenilendi ve

Ol¢limler tekrar alindi.

Sekil 2.4. Geri dongiilii kolon sistemi
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3. BULGULAR VE IRDELEME

3.1. CA/PVP ve CA/PVP/Mn*? Nanofiberlerin Optimizasyonu ve
Karakterizasyonu

Elektroegirme yonteminde nanofiberlerin morfolojisi ve homojenligi; polimer
¢Ozeltisi parametreleri, islem parametreleri ve ortam parametreleri olmak iizere ii¢ ana
baslik goz oniine alinarak belirlenir (Ramakrishna vd., 2005; Li ve Wang, 2013). Bu
tez ¢alismasinda ise homojen fiberler elde edebilmek i¢in optimizasyon parametreleri
olarak; uygulanan voltaj, igne ve toplayic1 arasindaki uzaklik, polimer derigsimi ve
polimer karisiminin akig hizi arastirildi. CA/PVP i¢in elde edilen sonuglar Cizelge
3.1.°de verildi. Elektroegirilmis CA/PVP nanofiberler i¢in, optimum kosullar olarak
%12,5 CA derisimi, %5 PVP derisimi, 15 kV uygulama voltaji, 15 cm igne-toplayici

uzakligi, 0,4 mL/sa polimer akis hiz1 belirlendi.

Cizelge 3.1. CA/PVP nanofiber membranlar i¢in islemsel parametreler ve gézlemler

CA PVP CA/PVP  Uygulanan igne ve Polimer *Gozlemler
derisimi derisimi oram (%) voltaj toplayici arasi enjeksiyon
(%) (%) (VIv) (kV) uzaklik (cm) hiz1 (mL/sa)
75 2,5 50:50 13 17 0,3 -
75 2,5 50:50 15 18 0,4 -
75 2,5 50:50 17 15 0,5 -
10 2,5 50:50 13 15 0,3 -
10 2,5 50:50 15 16 0,3 -
10 2,5 50:50 16 18 0,4 +
10 2,5 50:50 17 20 0,5 -
10 5 50:50 13 15 0,3 -
10 5 50:50 15 15 0,3 +
10 5 50:50 16 17 0,4 +
10 5 50:50 17 18 0,4 -
12,5 2,5 50:50 13 15 0,3 -
12,5 2,5 50:50 15 17 0,4 -
12,5 2,5 50:50 16 20 0,3 +
12,5 2,5 50:50 17 18 0,4 ++
12,5 5 50:50 13 15 0,3 +
12,5 5 50:50 15 17 0,4 +
12,5 5 50:50 15 15 0,3 +++
12,5 5 50:50 16 18 0,4 ++
12,5 5 50:50 17 20 04 -

*Gozlemler: Parametreler incelenirken polimer karisimmin elektroegirme sirasinda diizgiin sekilde taylor konisi olusup
olusmadig1, igne ucunda polimer damlaciginin olusup olusmadigi, sistemin stabil olup olmadigi, olusan fiberlerin kolektérden
kolay ayrilip ayrilmamasi, fiberlerin mekanik dayanimi ve kolektor iizerinde polimer karisgtminin damlacik seklinde gelip
gelmemesine gére + ya da — olarak degerlendirme yapildi.
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Elektroegirilmis CA/PVP/Mn*? i¢in ise CA/PVP nanofiberler i¢in belirlenen optimum
polimer derisimleri sabit tutularak Mn*? derisimi, uygulanan voltaj, igne-kollektdr
uzaklig1 ve polimer akis hizi parametreleri i¢in optimizasyon c¢alismalar1 yapilmistir.
CA/PVP/Mn*? i¢gin ise elde edilen sonuglar Cizelge 3.2.’de verildi. Elektroegirilmis
CA/PVP/Mn*2 nanofiberler icin optimum kosullar olarak %12,5 CA derisimi, %5 PVP
derisimi, %0,1 Mn*?, 17 kV uygulama voltaji, 15 cm igne-toplayict uzakligi, 0,6 mL/sa

polimer akis hiz1 belirlendi.

Cizelge 3.2. CA/PVP/Mn*? nanofiber membranlar i¢in islemsel parametreler ve gozlemler

CA PVP Mn*2 Uygulanan Igne ve Polimer *Gozlemler
derisimi derisimi  derisimi voltaj toplayici arasi enjeksiyon
(%) (%) (%) (kV) uzaklik (cm) hiz1 (mL/sa)
12,5 5 0,1 15 15 0,3 -
12,5 5 0,1 17 15 0,4 +
12,5 5 0,1 17 15 0,5 ++
12,5 5 0,1 17 15 0,6 +++
12,5 5 0,2 17 15 0,6 -
12,5 5 0,2 19 15 04 +
12,5 5 0,2 19 17 0,5 ++
12,5 5 0,2 19 20 0,6 +
12,5 5 0,3 17 15 0,5 +
12,5 5 0,3 17 15 0,6 +
12,5 5 0,3 19 13 0,5 ++
12,5 5 0,3 19 15 0,6 +
12,5 5 0,4 17 15 0,5 +
12,5 5 0,4 19 15 0,6 ++
12,5 5 0,4 19 17 0,5 +
12,5 5 0,4 19 20 0,6 +

*Gozlemler: Parametreler incelenirken polimer karigiminin elektroegirme sirasinda diizgiin sekilde taylor konisi olusup
olusmadigy, igne ucunda polimer damlacigimnin olusup olusmadigy, sistemin stabil olup olmadig, olusan fiberlerin kolektorden
kolay ayrilip ayrilmamasi, fiberlerin mekanik dayanimi ve kolektor iizerinde polimer karisiminin damlacik seklinde gelip
gelmemesine gore + ya da — olarak degerlendirme yapildi.

CA/PVP ve CA/PVP/Mn*? nanofiber membranlarin optimizasyon parametreleri
karsilastirildiginda CA/PVP/Mn*2 nanofiber membranlarin iiretimi igin daha yiiksek
voltaj ve daha yliksek akis hizi kullanildi. Her iki nanofiber membran iiretiminde
polimer derisimleri ayni derisimde olmasina ragmen CA/PVP/Mn*? nanofiberlere
%0,1 Mn*2 metali ilave edildi. Bunun sonucunda polimer ¢dzeltisinin viskozitesinde
art1s gdzlendi ve bu nedenle CA/PVP/Mn*2 nanofiberi iiretmek i¢in daha yiiksek voltaj
ve akis hizi uygulandi. CA/PVP/Mn*2 nanofiberlerini {iretmek igin farkli derisimlerde
Mn*2 (%0,1-0,4) kullanild1 ve ¢alisilan tiim derisimlerde nanofiber olustugu gozlendi.
Bu nedenle en iyi fiber olusumunun gozlendigi dort fiberinde SEM goriintiisii alindi.

Sem goriintiileri incelendiginde polimer ¢ozelti igindeki Mn*? derisimi arttik¢a yapida

87



bozulmalar meydana geldigi ve boncuk olusumunun arttigi goriildii. Bu nedenle

optimum Mn*2 derisimi %0,1 olarak belirlendi.

Bu asamanin ardindan en uygun parametrelerle hazirlanmis nanofiberlerin SEM,

FTIR, TGA ve XRD karakterizasyonu gerceklestirildi.

3.1.1. Sem analizi

Elektroegirme yontemiyle iiretilmis nanofiberlerin morfolojik 6zelliklerinin
belirlenmesinde taramali elektron misroskobu (SEM) kullanilir. Optimizasyon
parametreleri belirlenen CA/PVP ve CA/PVP/Mn*? nanofiber membranlarin SEM
goriintiileri Sekil 3.1. ve Sekil 3.2.’de verildi. CA/PVP nanofiberlerine ait SEM
goriintiileri Sekil 3.1.’de farkl1 biiyilitme oranlarinda gosterildi. Sekil 3.1.”de goriildiigii
gibi, fiberlerin neredeyse ayni ¢apa sahip olduklari, gelisigiizel konumlandigi,
yuvarlak hatli olduklari, piiriizsiiz, boncuksuz oldugu ve ortalama g¢aplarinin 121-151
nm civarinda oldugu goriildii. CA/PVP nanofiberler yiizeylerinin gdzeneksiz oldugu

gbzlemlendi.

Sekil 3.1. CA/PVP nanofiberlerin SEM gériintiileri: (a) x7,500 (b) x10,000 (c) x20,000 (d)
x35,000 biiyiitmelerle
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CA/PVP/Mn*2 nanofiberlerine ait SEM gériintiileri ise Sekil 3.2.’de farkl1 biiyiitme
oranlarinda gosterildi. Sekil 3.2.’de goriildiigi gibi, fiberlerin rastgele konumlandigi,
hafif piiriizlii, yuvarlak hatli, boncuk olusumunun gézlenmedigi ve ortalama ¢aplarinin
343-423 nm civarinda oldugu goriildii. CA/PVP/Mn*? nanofiber yiizeylerinin diizgiin
oldugu ve yiizeyde herhangi bir kusur olmadig1 goriildii. CA/PVP/Mn*? nanofiberlerin
yaricapt CA/PVP nanofiberlerin capina gore arttigi gdzlendi. Mn*? ilavesi sonucu
polimer ¢ozeltisinin viskozitesinde artis gbzlendi. Bunun sonucu olarak elde edilen
nanofiberlerin  caplarimin  arttigi  goriildii. Literatiirde polimer ¢ozeltisinin
viskozitesinin artmasi sonucu daha biiyiik fiber ¢apina sahip nanofiberlerin olustugu

calismalar mevcuttur (Fong vd., 1999).

Sekil 3.2. CA/PVP/Mn*2 nanofiberlerin SEM goriintiileri: (a) x1000 (b) x5,000 (c) x15,000 (d)
x35,000 biiyiitmelerle

3.1.2. ATR-FTIR analizi

Bu tez caligmasinda elektroegirme yoOntemiyle sentezlenen nanofiber membran
yapilarin igerisinde bulunan polimerlerin etkilesimlerini incelemek i¢in yapilarin IR
spektrumlarinda bulunan piklerdeki kaymay1 gézlemlemek amaciyla ATR eklentili

FTIR cihazt kullanildi.
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Ham CA, ham PVP ve CA/PVP nanofiber membranlarin ATR-FTIR spektrumlari
Sekil 3.3.’de verildi. CA’ya ait spektrumlarda 3486 cm™’de -OH gerilme piki, 1740
cm’de C=0, 1368 cm™’de asetat siibstitiient gruplarinda bulunan CHs deformasyonu
sonucu olusan biikiilme titresimleri, 1220 cm™ ve 1035 cm™’de ise C-O gerilimine
bagl iki pik gozlendi. PVP’ye ait spektrumlarda ise 3445 cm™’de N-H gerilme pikleri,
2920 cm™de C-H gerilme pikleri, 1655 cm™’de C=0 gerilme piki, 1420 cm™*°de C-N
gerilme pikleri ve 1285 cm™’de ise -CH: gerilmesinden kaynaklanan pikler gozlendi.
CA/PVP nanofiber membranlari yapisina ait ATR-FTIR spekturumlarina bakildiginda
ham CA ve ham PVP’ye ait piklerde ¢cok az miktarda kaymalar olsa da korundugu
goriilmektedir. Elde edilen sonuglar literatiirde daha 6nce yapilan bir ¢alisma ile
uyumluluk géstermektedir. Buna gore, PVP’nin karbonil grubunun (proton alici olarak

gbrev yapan) ve CA’daki hidroksil grubunun (proton dondr olarak gorev yapan)

hidrojen baglari olusturma egiliminde oldugunu gdstermistir (Hou vd, 2018).
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Sekil 3.3. Ham CA, ham PVP ve CA/PVP nanofiberlere ait ATR-FTIR spektrumlari

Ham CA, ham PVP ve CA/PVP/Mn*? nanofiber membranlarin ATR-FTIR
spektrumlari ise Sekil 3.4.’de verildi. CA/PVP/Mn*? nanofiber membranlarin yapisina
ait ATR-FTIR spekturumlarina bakildiginda 3486 cm™’de -OH gerilme pikleri, 3445
cm™*de N-H gerilme pikleri ve 1655 cm™’de C=0 piklerinin genisledigi ve zayifladig

goriilmektedir. Elde edilen sonuglar Mn*2iyonlarinin CA ve PVP molekiilleri arasinda
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bazi etkilesimlerin oldugunu gosterdi. Bu etkilesimlerin de Mn*2iyonlar1 ile CA’nin -
OH gruplart ve PVP’nin C=0 gruplar1 arasinda koordinasyon yoluyla olustugu

sOylenebilir.
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Sekil 3.4. Ham CA, ham PVP ve CA/PVP/Mn*? nanofiberlere ait ATR-FTIR spektrumlar:

3.1.3. TGA analizi

CA, PVP ve CA/PVP nanofiber yapilara ait TG ve dTG egrileri Sekil 3.5.’de verildi.
Analizler 20°C/dk sabit 1sitma hizinda, 50-700°C arasinda Perkin Elmer TGA 4000
marka termo-gravimetrik analiz cihazi ile yapildi. Termal analiz yontemleri ile
fonksiyonel gruplar arasindaki etkilesimlerin yan1 sira polimerin igerdigi kiil miktar
ve varsa modifikasyonlar hakkinda 6nemli bilgilere ulasilabilir.

Ham CA’nm yapisi igin TG egrisi incelendiginde {i¢ adimli bir bozunma egrisi
goriildii. Ilk adimda ham CA yapis1 igin 330°C sicakligin altindaki kiitlede %4’liik bir
azalma gozlemlendi. Bu azalmanin nedeni yapida bulunan ugucu maddelerin ve/veya
absorplanan nemin uzaklasmasindan kaynaklaniyor olabilir. 2. asamada 330-430°C
sicakliklart arasinda ilk kiitlenin yaklasik 9%90°1 yapidan uzaklasti. Bu asamada
sicakliktan dolay1 seliiloz asetat zincirlerinin ana termal bozunma reaksiyonlarinin
gerceklestigi literatiirde belirtilmektedir (Arthanareeswaran vd., 2004). 3. asamada

430-700°C sicakliklart arasinda gergeklesti ve ilk kiitlenin %96°s1 yapidan uzaklastigi
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goriildi. Deney bittikten sonra yapinin kiil kalinti miktar1 ise %4 olarak bulundu. CA
i¢in bulunan bu ii¢ adimli bozunma egrisi Chatterjee (1968) tarafindan seliiloz bazli
malzemelerin termal bozunmasi i¢in Onerilen adimlara karsilik gelmektedir. dTG
egrisinde ise CA’nin maksimum degradasyon sicakligi 390°C olarak tespit edildi.
Ham PVP’nin yapist i¢in TG egrisi incelendiginde ti¢ adimli bir bozunma egrisi
goriildii. Ik adimda ham PVP yapisi igin 95°C sicakligin altinda kiitlede %3 liik bir
azalma gozlemlenmistir. Bu azalma yapida bulunan nem igeriginden kaynaklanmis
olabilir. 2. asamada 95-390°C sicakliklar1 arasinda ilk kiitlenin yaklasik %8°1 yapidan
uzaklasti. Bu asamada sicaklik artisiyla yapida bulunan oligomerlerin, diisiik molekiil
agirlikli maddelerin, nemin ve artik ¢dziiciiniin yapidan ulasmasindan dolay1 kiitle
kaybmin gergeklestigi literatiirde belirtilmektedir (Gasaymeh vd., 2010). 3. asama
390-488°C sicakliklar arasinda gergeklesti ve ilk kiitlenin tamami uzaklast1 ve yapisal
polimer tamamen bozundu. dTG egrisinde ise PVP’nin maksimum degradasyon
sicakligr 460°C olarak tespit edildi.

CA/PVP nanofiber membran yapisina ait olan egrilere bakildiginda polimerlerin ham
haldeki bozunma egrilerinde farklilik gosterdigi goriilmektedir. Bu farkliliklar
polimerler arasindaki tekstural yapilardaki farkliliklardan ve polimerler arasindaki
etkilesimlerden kaynakli olabilir. TG egrilerinden 83°C’nin altinda suyun yapidan
uzaklagmasina bagli olarak %3’liik bir kiitle azalmas1 goriildii. 95-340°C arasinda ilk
kiitlenin %7,5’i yapidan uzaklatig: goriildii. Bu azalma, yapida bulunan diisiik agirlikli
maddelerin ve oligomerlerin, nem ve ¢oziiciiniin yapidan uzaklagmasindan
kaynaklanmis olabilir. 340-485°C arasinda kiitle sabit bir oranda azalma gdstermis ve
diger polimerlere oranla daha yumusak gergeklesmistir. Ik kiitleye gére %93’liik bir
bozunma gozlendi. Bu durum -OH, C=0 ve -NH gruplari arasinda olusan hidrojen
baglarindan kaynaklanmis olabilir. 700°C’de yapinin kiil kalint1 miktar ise %3 olarak
bulundu. dTG egrisinde CA/PVP nanofiber membran yapisi igin 390°C ve 455°C
olmak tizere iki tepe noktasi goriilmektedir. Maksimum degredasyon sicakligi ise
455°C olarak tespit edildi. CA/PVP nanofiber membran yapist ham CA ve ham
PVP’ye gore daha yiiksek termal kararliliga sahiptir bu durum nanofiberlerin
yapisinda bulunan CA ve PVP arasindaki muhtemel ¢oklu nonkovalent etkilesimlerle

agiklanabilir.
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Sekil 3.5. Ham CA, ham PVP ve CA/PVP nanofiberlere ait TGA ve dTG egrileri
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CA, PVP ve CA/PVP/Mn*? nanofiber yapilara ait TG ve dTG egrileri ise Sekil 3.6.’da
verildi. CA/PVP/Mn*? nanofiber membranlarin yapisina ait olan egrilere bakildiginda
ise polimerlerin ham haldeki bozunma egrilerinde farklilik gosterdigi goriilmektedir.
Bu farkliliklar polimerler arasindaki tekstural yapilardaki farkliliklardan, polimerler
arasindaki etkilesimlerden ve Mn*? iyonlarinin polimerlerle yaptig1 muhtemel ¢oklu
nonkovalent etkilesimlerden kaynakli olabilir. TG egrilerinden 200°C’nin altinda
suyun yapidan uzaklagsmasina bagli olarak %2’lik bir kiitle azalimi1 goriildii. 200-
410°C arasinda kiitle sabit bir oranda azalma gosterdi ve CA, PVP ve CA/PVP
nanofiber membran yapilara oranla daha yumusak gergeklestigi goriildii. Ilk kiitleye
gore %81°lik bir azalma gozlendi. Bu durum hem -OH, C=0 ve -NH gruplar1 arasinda
olusan hidrojen bagindan hem de Mn*2 iyonlarmin CA ve PVP ile koordinasyonundan
kaynaklanmig olabilir. 410-700°C arasinda ise kayda deger bir kiitle kaybi
gbzlenmedi. Bunun nedeni yapidaki PVP’nin 488°C’de tamamen bozulmasindan ve
yapida sadece metal kalintilarinin kalmasindan dolay1 olabilir. 700°C’nin sonunda
yapinin kiil kalinti miktar1 ise %9 olarak bulundu. dTG egrisinde CA/PVP/Mn*?
nanofiber membran yapisi igin maksimum degredasyon sicakligi ise 390°C olarak
tespit edildi. CA/PVP nanofiber yapisinin bozunma sicakligt CA/PVP/Mn*? nanofiber
yapisina gore daha yiiksek bulundu. Bunun nedeni yapida bulunan Mn*? iyonlarinin

yapinin bozunmasinda katalizér gérevi gérmiis olmasindan kaynaklaniyor olabilir.
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Sekil 3.6. Ham CA, ham PVP ve CA/PVP/Mn*2 nanofiberlere ait TGA ve dTG egrileri

3.1.4. XRD analizi

CA/PVP ve CA/PVP/Mn* nanofiber membranlarina ait XRD spektrumlar1 Sekil

3.7.de verildi. CA/PVP nanofiber membranina ait Spektrumun incelendiginde keskin
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olmayan ve 26=19,6°’de bir omuz verdigi goriildii. Elde edilen spektruma bakarak
CA/PVP nanofiberinin amarof bir yapiya sahip oldugu ve diizenli bir molekiiler yapiya
sahip olmadig1 sOylenebilir. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada benzer bir sonug elde
edilmistir (Syamsu vd., 2016). Yapiya Mn*? ilavesi ile elde edilen CA/PVP/Mn*2
nanofiber membranlara ait spektrum incelendiginde 26=19,6°’de goriilen omuzun
siddetinin azaldig1 gozlendi. Mn*? iyonlarinin dahil edilmesinden dolay1 polimer
¢ozeltisinin iletkenligi ve nanofiber yapisi degistigi icin, elde edilen CA/PVP/Mn*2
nanofiberinin kristal yapis1 degistigi seklinde yorumlanabilir. CA/PVP/Mn*2 nanofiber
yapisina ait olan spektruma gore nanofiber yapinin amorf yapida oldugu ve diizenli bir
molekiiler yapiya sahip olmadig1 seklinde yorum yapilabilir. Ayrica Mn*? ilavesiyle
sonucunda CA/PVP/Mn*? nanaofiber membranina ait spektrum CA/PVP nanofiber
membrant ile karsilastirildiginda siddette azalmalar goriilmektedir. Bu durumun

+25

nedeni Mn™*’nin hem CA hem de PVP ile molekiiler seviyede harmanlanmasindan
kaynaklandig1 sOylenebilir. Literatiirde yapiya baska bir polimer ya da metal ilavesi
ile pik siddetinde azalma meydana gelen ¢alismalar mevcuttur (Hassan vd., 2017; Hao

vd., 2018).
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Sekil 3.7. CA/PVP ve CA/PVP/Mn*2 nanofiberlerine ait XRD spektrumlari
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3.2. PVA/ICH ve PVA/CH/Mn*2 Nanofiberlerin Optimizasyonu ve
Karakterizasyonu

Bu tez ¢alismasinda homojen fiberler elde edebilmek i¢in optimizasyon parametreleri
olarak; uygulanan voltaj, igne ve toplayici arasindaki uzaklik, polimer derigimi ve
polimer karisiminin akis hizi arastirildi. PVA/CH i¢in elde edilen sonuglar Cizelge
3.3.’de verildi. Elektroegirilmis PVA/CH nanofiberler i¢in, optimum kosullar olarak
%6 PVA derisimi, %1 CH derisimi, 14 kV uygulama voltaji, 18 cm igne-toplayici
uzakligi, 0,3 mL/sa polimer akis hizi belirlendi. PVA ve CH derisimi daha once
yapilan bir ¢alismada belirlenen optimizasyon c¢aligmalar1 sonuglar1 dikkate alinarak

%06 ve %] olarak calisild1 (Kutlu, 2017).

Cizelge 3.3. PVA/CH nanofiber membranlar icin islemsel parametreler ve gozlemler

PVA CH PVA/CH  Uygulanan igne ve Polimer *Gozlemler
derisimi derisimi oram (%) voltaj toplayici arasi enjeksiyon

(%) (%) (VIV)** (kV) uzaklik (cm) hiz1 (mL/sa)
6 1 50:50 13 13 0.3 -
6 1 50:50 13 15 0.4 +
6 1 50:50 13 17 0.5 +
6 1 50:50 14 17 0.2 ++
6 1 50:50 14 18 0.3 +++
6 1 50:50 14 19 0.4 +
6 1 50:50 15 15 0.2 +
6 1 50:50 15 17 0.3 ++
6 1 50:50 15 19 0.4 +
6 1 50:50 16 15 0.3 +
6 1 50:50 16 17 0.4 ++
6 1 50:50 16 19 0.5 +

*Gozlemler: Parametreler incelenirken polimer karisimmin elektroegirme sirasinda diizgiin sekilde taylor konisi olusup
olusmadigy, igne ucunda polimer damlaciginin olusup olusmadig, sistemin stabil olup olmadigi, olusan fiberlerin kolektorden
kolay ayrilip ayrilmamast, fiberlerin mekanik dayanimi ve kolektor iizerinde polimer karigimmin damlacik seklinde gelip
gelmemesine gore + ya da — olarak degerlendirme yapildi.

** Tiim ¢ozeltilere %1 oraninda Triton X-100 eklendi.

Elektroegirilmis PVA/CH/Mn*? igin ise PVA/CH nanofiberler igin belirlenen
optimum polimer derisimleri sabit tutularak Mn*? derisimi, uygulanan voltaj, igne-
toplayict uzakligir ve polimer akis hiz1 parametreleri i¢in optimizasyon calismalari
yapildi. PVA/CH/Mn*? icin ise elde edilen sonuglar Cizelge 3.4.’de verildi.
Elektroegirilmis PVA/CH/Mn*2 nanofiberler igin optimum kosullar olarak %6 PVA
derisimi, %1 CH derisimi, %0,2 Mn*2, 17 kV uygulama voltaji, 14 cm igne-toplayici
uzakligi, 0,5 mL/sa polimer akis hiz1 belirlendi. PVA/CH ve PVA/CH/Mn*2 nanofiber
membranlarin  optimizasyon parametreleri  karsilastirldiginda PVA/CH/Mn*?
nanofiber membranlarin iiretimi i¢in daha ytiksek voltaj, daha yiiksek akis hiz1 ve daha
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diisiik igne-toplayici uzakligr kullanildi. Her iki nanofiber membran iiretiminde
polimer derisimleri ayni1 derisimde olmasma ragmen PVA/CH/Mn*2 nanofiberlere
%0,2 Mn*? metali ilave edildi. Bunun sonucunda polimer ¢dzeltisinin viskozitesinde
art1s gozlendi ve bu nedenle PVA/CH/Mn*? nanofiberi iiretmek i¢in daha yiiksek voltaj
ve akis hiz1 uygulandi. PVA/CH/Mn*2 nanofiberlerini iiretmek i¢in farkli derisimlerde
Mn*2 (%0,1-0,4) kullanildi ve ¢alisilan tiim derisimlerde nanofiber olustugu gozlendi.
Bu nedenle en iyi fiber olusumunun gézlendigi dort fiberinde SEM goriintiisii alindi.
Sem goriintiileri incelendiginde en iyi fiber yapisinin Mn*? derisiminin %0,2 oldugu

membranlarda gdzlendi. Bu nedenle optimum Mn*? derisimi %0,2 olarak belirlendi.

Bu asamanin ardindan en uygun parametrelerle hazirlanmis nanofiberlerin SEM,

FTIR, TGA ve XRD karakterizasyonu gerceklestirildi.

Cizelge 3.2. PVA/CH/Mn*? nanofiber membranlar i¢in islemsel parametreler ve gozlemler

PVA CH Mn*2 Uygulanan igne ve Polimer *Gozlemler
derisimi derisimi  derisimi voltaj toplayici arasi enjeksiyon

(%) (%) (%0)** (kV) uzaklik (cm) hiz1 (ml/sa)
6 1 0,1 14 18 0,3 -
6 1 0,1 15 15 0,4 -
6 1 0,1 16 15 0,5 ++
6 1 0,1 17 17 0,6 +
6 1 0,2 15 15 0,3 -
6 1 0,2 17 14 0,5 +++
6 1 0,2 19 15 04 ++
6 1 0,2 19 17 0,6 +
6 1 0,3 17 15 0,3 +
6 1 0,3 17 15 0,4 +
6 1 0,3 19 13 0,5 +
6 1 0,3 19 17 0,6 ++
6 1 0,4 15 17 0,5 +
6 1 0,4 17 15 04 +
6 1 0,4 19 15 0,6 ++
6 1 0,4 19 15 0,5 +

*Gozlemler: Parametreler incelenirken polimer karigimmin elektroegirme sirasinda diizgiin sekilde taylor konisi olusup
olusmadigy, igne ucunda polimer damlaciginin olusup olusmadig, sistemin stabil olup olmadig, olusan fiberlerin kolektérden
kolay ayrilip ayrilmamasi, fiberlerin mekanik dayanimi ve kolektor lizerinde polimer karisimiim damlacik seklinde gelip
gelmemesine gore + ya da — olarak degerlendirme yapildi.

** Tiim ¢ozeltilere %1 oraninda Triton X-100 eklendi.

3.2.1. Sem analizi

Optimizasyon parametreleri belirlenen PVA/CH nanofiber membranlarin SEM
goriintiileri Sekil 3.8.’de farkli biiyiitme oranlarinda verildi. Sekil 3.8.’de gorildigi
gibi, fiberlerin neredeyse ayni c¢apa sahip olduklari, gelisigiizel konumlandigi,

yuvarlak hatli olduklar, piiriizsiiz, boncuksuz oldugu ve ortalama caplarinin 207-227
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nm civarinda oldugu goriildii. PVA/CH nanofiber yiizeylerinin diizgiin oldugu ve

yiizeyde herhangi bir kusur olmadigi goriildii.

9/24/2019
WD 7.5mm  11:08:52

azas d

Sekil 3.8. P\VA/CH nanofiberlerin SEM gériintiileri: (a) x1000 (b) x10,000 (c) x20,000 (d)
%35,000 biiyiitmelerle
PVA/CH nanofiberleri suda ¢oziindiigii i¢in ¢apraz baglama islemi uygulanarak suda
¢Oziiniirligli engellendi. Sekil 3.9.’da ise capraz baglama igslemi sonucu PVA/CH
nanofiberlere ait SEM goriintiileri verildi. Capraz baglama islemi sonrasi, Sekil 3.9.’da
goriildiigii gibi, nanofiberlerin rasgele konumlandigi, yuvarlak hatli olduklar,
plirlizsiiz, boncuksuz oldugu, ortalama ¢aplarinin biiyiidiigli ve 265-290 nm civarinda

oldugu goriildii.
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Sekil 3.9. Capraz baglama islemi sonras1 PVA/CH nanofiberlerin SEM goriintiileri: (a) x1000(b)

x10,000 (c) x20,000 (d) x35,000 biiyiitmelerle
PVA/CH/Mn*? nanofiberlerine ait SEM gériintiileri ise Sekil 3.10.’da farkl biiyiitme
oranlarinda verildi. Sekil 3.10.’da goriildiigii gibi, fiberlerin rasgele konumlandigi,
pliriizlii, yuvarlak hatli, boncuk olusumunun gézlenmedigi ve ortalama ¢aplarinin 354-
374 nm civarinda oldugu goriildii. PVA/CH/Mn*? nanofiber yiizeylerinin diizgiin
oldugu ve yiizeyde herhangi bir kusur olmadig1 goriildii. PVA/CH/Mn*? nanofiberlerin
¢ap1 PVA/CH nanofiberlerin ¢apina gore arttig1 goriildii. Mn*2 ilavesi sonucu polimer
¢Ozeltisinin viskozitesi artmasi nedeniyle elde edilen nanofiberlerin yarigaplarinin
arttig1 gozlendi. Literatiirde polimer ¢ozeltisinin viskozitesinin artmasi sonucu daha
biiyiikk fiber ¢apina sahip nanofiberlerin olustugu calismalar mevcuttur (Fong vd.,
1999).

PVA/CH/Mn*? nanofiberleri suda ¢6ziindiigii icin capraz baglama islemi uygulanarak
suda ¢ozinirligi engellendi. Sekil 3.11.°de ise gapraz baglama islemi sonucu
PVA/CH/Mn* nanofiberlere ait SEM goériintiileri verildi. Capraz baglama islemi
sonrasi, Sekil 3.11.’de gortldigii gibi, nanofiberlerin homojen yapilarini, yuvarlak
hatlarin1 koruduklart ve c¢apraz baglama isleminden Once piiriizlii olan yapilarinin
capraz baglama islemi sonrasi piiriizsiizlestigi goriildii. Ayrica ortalama caplarinin

kiigiilerek 265-322 nm civarinda oldugu gozlendi.
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Sekil 3.10. PVA/CH/Mn*2 nanofiberlerin SEM gériintiileri: (a) x1000 (b) x10,000 (c) x20,000 (d)
x35,000 biiyiitmelerle

Sekil 3.11. Capraz baglama islemi sonras1 PVA/CH/Mn*? nanofiberlerin SEM gériintiileri: (a)
x1000 (b) x10,000 (c) x20,000 (d) x35,000 biiyiitmelerle
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3.2.2. ATR-FTIR analizi

Ham PVA, ham CH ve PVA/CH nanofiber membranlarin ATR-FTIR spektrumlari
Sekil 3.12.°de verildi. PVA’ya ait spektrumlarda 3000-3600 cm™ arasinda alkol
gruplarindaki -OH titresim bandina, 2936 cm™ ve 2906 cm™’de ise sirastyla CHz2’nin
asimetrik ve simetrik gerilme pikleri gozlendi. CH’ye ait spektrumlarda ise 3355 cm-
1*de -OH gerilme pikleri ve 3355 cm™’de N-H gerilme pikleri gozlendi ve bu aralikta
-OH gerilme pikleri N-H gerilme piklerini ortiilemektedir. 2920 cm™ ve 2869 cm™°de
ise sirastyla C-H’nin simetrik ve asimetrik gerilme pikleri gézlendi. CH yapisina 6zgii
olarak 1652 cm™’de goriilen pik amit (CONHR) grubuna bagl karbonil baglarmin
(C=0) titresimlerinden, 1582 cm™’deki pik protonlanmis amin gruplarindan, 1552 cm-
1>de amit grubuna bagli N-H titresimlerinden ve 1313 cm™ ise amit gruplarina bagh
C-N titresimlerinden kaynaklandig: literatiirde yer almaktadir (Pereira vd., 2015).
PVA/CH nanofiber membranlarin yapisina ait ATR-FTIR spekturumlarina
bakildiginda ham PVA ve ham CH’ye ait piklerde ¢ok az miktarda kaymalar olsa da

korundugu goriilmektedir.
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Sekil 3.12. Ham PVA, ham CH ve PVA/CH nanofiberlere ait ATR-FTIR spektrumlari

Ham PVA, ham CH ve PVA/CH/Mn*? nanofiber membranlarin ATR-FTIR
spektrumlar: ise Sekil 3.13.’de verildi. PVA/CH/Mn*2 nanofiber membranlari yapisina
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ait ATR-FTIR spekturumlart PVA/CH nanofiber membranlari ile karsilastirildiginda
ozellikle -OH gerilme ve N-H gerilme piklerinin genisledigi ve zayifladigi
goriilmektedir. Elde edilen sonuglara gére Mn*? iyonlarmin PVA ve CH molekiilleri
arasinda bazi etkilesimlerin oldugunu seklinde yorumlanabilir. Bu etkilesimlerin Mn*2
iyonlar1 ile PVA’nin -OH gruplart ve CH’nin -OH ve NH: gruplar1 arasinda
koordinasyon yoluyla olustugu sdylenebilir.
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Sekil 3.13. Ham PVA, ham CH ve PVA/CH/Mn*? nanofiberlere ait ATR-FTIR spektrumlari

3.2.3. TGA analizi

PVA, CH ve PVA/CH nanofiber yapilara ait TG ve dTG egrileri sekil 3.14.”de verildi.
Termal analiz yontemleri ile fonksiyonel gruplar arasindaki etkilesimlerin yani sira
polimerin icerdigi kiil miktar1 ve varsa modifikasyon hakkinda onemli bilgilere
ulasilabilir.

Ham PVA yapisi icin TG egrisi incelendiginde tic adiml1 bir bozunma egrisi goriildii.
[Ik adimda ham PVA yapsi igin 190°C sicakligi altinda kiitlede %6’lik bir azalma
gozlemlendi. Bu azalmanin nedeni yapida bulunan suyun uzaklasmasindan
kaynaklaniyor olabilir. 2. asamada 250-330°C sicakliklar1 arasinda ilk kiitlenin
yaklasik %80’1 yapidan uzaklastigi goriildii. Bu asamada sicakliktan dolay1 H20 eleme

ve zincir sityirma (chain stripping) reaksiyonlarmin gergeklestigi literatiirde
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belirtilmektedir (Gilmanl, 1995). 3. asamada ise 410-500°C sicakliklar1 arasinda
gerceklesmis ve ilk kiitlenin %93°1 yapidan uzaklastigi goriildii. Bu asamada kiitle
azalmasinin sebebi H> eliminasyon reaksiyonlarindan kaynaklandig1 literatiirde
belirtilmektedir (Gilmanl, 1995; Tamasan ve Simon, 2012). Deney bittikten sonra
yapinin kiil kalintt miktar1 ise %3,5 olarak bulundu. dTG egrisinde PVA’nin ham hali
icin ilki 289°C ve ikinci de 452°C’de olmak fizere iki tepe noktasina sahip oldugu
goriildii. Bu tepeler sirsiyla 2. ve 3. asamalardaki maksimum bozunmanin gergeklestigi
sicakliklar belirtmektedir.

Ham CH’ye ait bozunma egrileri 3 asamada ger¢eklesmektedir. TG egrilerinden
180°C’nin altinda suyun yapidan uzaklagsmasina bagli olarak %6°1ik bir kiitle kaybinin
oldugu goriildii. 270-350°C arasinda %42’lik bir azalma goriildii. Bu azalmanin
glukozaminin yapisindaki termal bozunmadan kaynaklandig diisiiniildii. 360-700°C
sicaklik arasinda ise H2O eleme ve zincir siyirma reaksiyonlarimin gergeklestigi
goriilmektedir. 700°C’de degradasyon sonunda CH i¢in kalint1 miktar1 %27,5 olarak
belirlendi. Maksimum degradasyon sicakligi 326°C olarak tespit edildi.

PVA/CH nanofiber membranlarin yapisina ait olan egrilere bakildiginda polimerlerin
ham haldeki bozunma egrilerinde farklilik gosterdigi goriildii. Bu farkliliklar
polimerler arasindaki tekstural yapilardaki farkliliklardan ve etkilesimlerden kaynakl
olabilir. TG egrilerinden 185°C’nin altinda suyun yapidan uzaklagmasina bagl olarak
%05 lik bir kiitle azalimi goriildii. 230-500°C arasinda kiitle sabit bir oranda azalma
gbzlendi ve diger polimerlere oranla daha yumusak gerceklesti. 230-500°C arasinda
ilk kiitleye oranla %95,1’lik bir bozunma goézlemlendi. Bu durum -NH2 ve -OH
gruplar1 arasinda olusan hidrojen bagindan ve c¢apraz baglama (glutaraldehit)
isleminden kaynaklaniyor olabilir. PVA ve CH polimerlerinin maksimum bozunma
sicakliklar sirasi ile 289°C ve 326°C’dir. PVA/CH nanofiber membran yapisinin
maksimum bozunma sicakligi ise her iki polimerin bozuma sicakliklarinin arasinda bir
deger olan 321°C olarak bulundu. Analiz sonunda PVA/CH igin kiil kalinti miktar1
%3,4 olarak belirlendi.
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Sekil 3.14. Ham PVA, ham CH ve PVA/CH nanofiberlere ait TGA ve dTG egrileri
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PVA, CH ve PVA/CH/Mn*? nanofiber yapilara ait TG ve dTG egrileri ise Sekil
3.15.°de verildi. PVA/CH/Mn*? nanofiber membranlarin yapisina ait olan egrilere
bakildiginda ise polimerlerin ham haldeki bozunma egrilerinde farklilik gosterdigi
goriildii. Bu farkliliklar polimerler arasindaki tekstural yapilardaki farkliliklardan,
polimerler arasindaki etkilesmeden ve Mn*? iyonlarinin polimerle yaptig:
etkilesimlerden kaynakli olabilir. TG egrilerinden 180°C’nin altinda suyun yapidan
uzaklagmasina bagli olarak %5’lik bir kiitle azalimi goriildi. PVA/CH nanofiber
yapisindan farkli olarak, 255°C’de TG egrilerinde keskin bir diisiis gozlendi. 235-
290°C arasinda, baslangigtaki kiitleye oranla yaklasik %350’lik bir azalma
gozlenmistir. 495°C’de ise ilk kiitlenin %83 {iniin kaybedildigi goriildii. 700°C’de
degradasyon sonunda PVA/CH/Mn*? nanofiber membranlar igin kalinti miktar1 %12
olarak belirlendi. PVA/CH/Mn*2 nanofiber membranlarin yapisina ait dTG egrisinde

goriildiigi gibi 265°C, 365°C ve 475°C olmak tlizere {i¢ tepe gozlendi.

106



TG (% w)

dTG (g/°C)

100 —
80
60
40
20
|——PVA
——CH
0+ +2
— PVA/CH/Mn
* | ' 1 i T L T 2 T L 1 v 1
0 100 200 300 400 500 600 700
0,05
0,00
-0,05 +
l—— PVA
——CH
—— PVA/CH/Mn*?2
'0:1 O ) T J T 4 T LS T 5 T 5 T x 1
0 100 200 300 400 500 600 700

Sicaklik (°C)

Sekil 3.15. Ham PVA, ham CH ve PVA/CH/Mn*2 nanofiberlere ait TGA ve dTG egrileri
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3.2.4. XRD analizi

PVA/CH ve PVA/CH/Mn* nanofiber membranlarina ait XRD spektrumlar1 Sekil
3.16.’da verildi. PVA/CH nanofiber membranina ait spektrumun incelendiginde
keskin ve yaklasik 260=19,9°’de bir pik ve 26=41,5°"de ¢ok kiiciikte olsa bir sirt verdigi
goriildii. Yaprya Mn*? ilavesi ile elde edilen PVA/CH/Mn*2 nanofiber membranlara ait
spektrum incelendiginde 26=19,3°’de keskin bir pik ve 260=41,1°"de ise ¢ok kiigiik bir
sirt gozlendi. Mn*2 iyonlarinin dahil edilmesinden sonra 20 degerlerinde azalma ve
PVA/CH/Mn*2 nanaofiber membranina ait spektrum PVA/CH nanofiber membrani ile
karsilastinildiginda siddette azalmalar goriilmektedir. Bu durumun nedeni Mn*#’nin
hem PVA hem de CH ile molekiiler seviyede harmanlanmasindan kaynaklandigi
sOylenebilir. Literatiirde yapiya baska bir polimer ya da metal ilavesi ile pik siddetinde
azalma meydana gelen ¢alismalar mevcuttur (Hassan vd., 2017; Hao vd., 2018).
Ayrica piklerin siddetlerinden azalma yapinin kristal derecesi hakkinda bilgi verir.
Kisa ve daha diiz pikler malzemelerin daha diisiik kristal derecesine sahip oldugunu,
keskin ve uzun pikler ise malzemelerin daha yiiksek kristal derecesine sahip oldugunu
gbsterir (Ay vd., 2018). PVA/CH/Mn*? nanaofiber membranina ait spektrum PVA/CH
nanofiber membranina ait spektrumu gore daha kisa pikler vermistir. PVA/CH/Mn*?

nanofiber membraninin kristal derecesi daha dustiktir.
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Sekil 3.16. PVA/CH ve PVA/CH/Mn*2 nanofiberlerine ait XRD spektrumlar:
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33. PCL/CH ve PCL/CH/Mn*? Nanofiberlerin Optimizasyonu ve
Karakterizasyonu

Bu tez ¢alismasinda homojen fiberler elde edebilmek i¢in optimizasyon parametreleri
olarak; uygulanan voltaj, igne ve toplayici arasindaki uzaklik, polimer derigimi ve
polimer karisiminin akis hizi arastirildi. PCL/CH i¢in elde edilen sonuglar Cizelge
3.5.’de verildi. Elektroegirilmis PCL/CH nanofiberler i¢in, optimum kosullar olarak
%20 PCL derigimi, %2 CH derisimi, 18 kV uygulama voltaji, 14 cm igne-toplayici
uzakligi, 0,4 mL/sa polimer akis hiz1 belirlendi.

Cizelge 3.5. PCL/CH nanofiber membranlar i¢in islemsel parametreler ve gozlemler

PCL CH PCL/CH  Uygulanan igne ve Polimer *Gozlemler
derisimi derisimi oram (%) voltaj toplayici arasi enjeksiyon

(%) (%) (VvIv) (kV) uzaklik (cm) hizi (mL/sa)
15 1 50:50 14 12 0,2 -
15 1 50:50 16 14 0,3 -
15 1 50:50 18 16 0,4 +
15 1 50:50 20 15 0,5 +
20 1 50:50 16 14 0,3 -
20 1 50:50 18 16 0,4 +
20 1 50:50 20 17 0,3 +
20 1 50:50 22 15 0,4 +
20 2 50:50 16 12 0,3 +
20 2 50:50 18 14 0,4 +++
20 2 50:50 20 16 0,5 ++
20 2 50:50 22 15 0,4 +
25 2 50:50 18 13 0,3 -
25 2 50:50 20 15 0,4 -
25 2 50:50 22 15 04 ++
25 2 50:50 24 17 0,3 +

*Gozlemler: Parametreler incelenirken polimer karisimmin elektroegirme sirasinda diizgiin sekilde taylor konisi olusup
olusmadigy, igne ucunda polimer damlaciginin olusup olusmadig, sistemin stabil olup olmadigi, olusan fiberlerin kolektorden
kolay ayrilip ayrilmamasi, fiberlerin mekanik dayanimi ve kolektor lizerinde polimer karisimmim damlacik seklinde gelip
gelmemesine gore + ya da — olarak degerlendirme yapildi.

Elektroegirilmis PCL/CH/Mn*? i¢in ise PCL/CH nanofiberler i¢in belirlenen optimum
polimer derigimleri sabit tutularak Mn*? derisimi, uygulanan voltaj, igne-toplayici
uzakligr ve polimer akis hizi parametreleri i¢in optimizasyon caligmalar1 yapildu.
PCL/CH/Mn*? i¢in ise elde edilen sonuglar Cizelge 3.6.’da verildi. Elektroegirilmis
PCL/CH/Mn*? nanofiberler igin optimum kosullar olarak %20 PCL derisimi, %2 CH
derisimi, %0,1 Mn*2, 22 kV uygulama voltaji, 16,5 cm igne-toplayic1 uzakhigi, 0,4
mL/sa polimer akis hizi belirlendi. PCL/CH ve PCL/CH/Mn*2 nanofiber
membranlarin  optimizasyon parametreleri  karsilastirildiginda  PCL/CH/Mn*?

nanofiber membranlarin {iretimi i¢in daha yiiksek voltaj ve daha yiiksek igne-toplayici
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uzakligr kullanildigr goriildii. Her iki nanofiber membran {iretiminde polimer
derisimleri ayn1 derisimde olmasina ragmen PCL/CH/Mn*? nanofiberlere %0,1 Mn*2
metali ilave edildigi i¢in polimer ¢ozeltisinin viskozitesinde artis gézlendi ve bu
nedenle PCL/CH/Mn*? nanofiberi iiretmek igin daha yiiksek voltaj uygulandi.
PCL/CH/Mn*? nanofiberlerini iiretmek igin farkli derisimlerde Mn*? (%0,1-0,4)
kullanild1 ve ¢aligilan tiim derisimlerde nanofiber olustugu gozlendi. Bu nedenle en iyi
fiber olusumunun gozlendigi dort fiberinde SEM goriintiisii alindi. Sem goriintiileri
incelendiginde polimer ¢ozelti igindeki Mn*? derisimi arttikca yapida bozulmalar
meydana geldigi ve boncuk olusumunun arttig1 goriildii. Bu nedenle optimum Mn*2

derisimi %0,1 olarak belirlendi.

Bu asamanin ardindan en uygun parametrelerle hazirlanmis nanofiberlerin SEM,

FTIR, TGA ve XRD karakterizasyonu gerceklestirildi.

Cizelge 3.6. PCL/CH/Mn*? nanofiber membranlar i¢in islemsel parametreler ve gézlemler

PCL CH Mn*2 Uygulanan igne ve Polimer *Gozlemler
derisimi derisimi  derisimi voltaj toplayici arasi enjeksiyon

(%) (%) (%) (kV) uzaklik (cm) hizi (mL/sa)
20 2 0,1 18 14 0,4 -
20 2 0,1 20 16 0,5 +
20 2 0,1 22 16,5 0,4 +++
20 2 0,1 24 18 0,3 ++
20 2 0,2 20 16,5 04 +
20 2 0,2 22 16,5 04 ++
20 2 0,2 24 18 0,3 +
20 2 0,2 24 20 0,4 -
20 2 0,3 20 14 0,3 +
20 2 0,3 22 16,5 0,4 +
20 2 0,3 24 18 0,4 ++
20 2 0,3 26 18 0,5 +
20 2 0,4 22 16,5 0,4 +
20 2 0,4 24 18 0,4 ++
20 2 0,4 26 18 0,5 +
20 2 04 26 18 0,5 +

*Gozlemler: Parametreler incelenirken polimer karigimmin elektroegirme sirasinda diizgiin sekilde taylor konisi olusup
olusmadigy, igne ucunda polimer damlacigmin olusup olugsmadig, sistemin stabil olup olmadigi, olusan fiberlerin kolektorden
kolay ayrilip ayrilmamast, fiberlerin mekanik dayanimi ve kolektor iizerinde polimer karigimmin damlacik seklinde gelip
gelmemesine gore + ya da — olarak degerlendirme yapildi.

3.3.1. Sem analizi

Optimizasyon parametreleri belirlenen PCL/CH ve PCL/CH/Mn*? nanofiber
membranlarin SEM goriintiileri Sekil 3.17. ve Sekil 3.18.’de verildi. PCL/CH
nanofiberlerine ait SEM goriintiileri Sekil 3.17.’de farkli biiyilitme oranlarinda

gosterildi. Sekil 3.17.°de goriildiigii gibi, gelisiglizel konumlandigi, yuvarlak hath
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olduklari, piiriizsiiz, boncuksuz oldugu ve ortalama ¢aplarinin 147-165 nm civarinda
oldugu goriildii. PCL/CH nanofiberler ylizeylerinin diizgiin oldugu ve ylizeyde

herhangi bir kusur olmadig1 goriildi.

Sekil 3.17. PCL/CH nanofiberlerin SEM goriintiileri: (a) x7,500 (b) x15,000 (c) x20,000 (d)
x35,000 biiyiitmelerle
PCL/CH/Mn*? nanofiberlerine ait SEM gériintiileri ise Sekil 3.18.’de farkli biiyiitme
oranlarinda gosterildi. Sekil 3.18.’de goriildiigii gibi, fiberlerin rasgele konumlandigi,
plirlizsiiz, yuvarlak hatli, boncuk olusumunun gézlenmedigi ve ortalama ¢aplarinin
103-127 nm civarinda oldugu gériildii. PCL/CH/Mn*? nanofiber yiizeylerinin diizgiin
oldugu ve yiizeyde herhangi bir kusur olmadig1 goriildii. PCL/CH/Mn*? nanofiberlerin
capt PCL/CH nanofiberlerin ¢apmna gore azaldigi gdzlendi. Mn*? ilavesi sonucu
polimer ¢ozeltisinin viskozitesi arttig1 i¢in elde edilen nanofiberlerin ¢aplarinda bir
artig beklensede igne-toplayici aras1 mesafenin artmasi sonucunda fiberler kendilerini
kararsiz bolgede uzatmak i¢in daha uzun siire kaldiklar1 goriildii. Daha uzun mesafe
almalar1 gerektigi i¢in fiber ¢apinda azalma meydana geldi. Literatiirde igne ile
toplayict arasindaki mesafenin artmasi ile daha ince fiberlerin olustugu caligsmalar
mevcuttur (Doshi ve Reneker, 1995). Ayrica yapilan literatiir ¢alismalarinda
uygulanan voltajin degistirilmesinin fiber ¢apmi etkiledigi goriilmistiir. Ancak

uygulanan voltaj arttiginda fiber c¢ap1 artar ya da azalir gibi bir genelleme
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yapabilmemiz miimkiin degildir. Baz1 ¢alismalarda uygulanan voltaj arttiginda fiber
cap1 artarken bazilarinda azalmaktadir. Bu kisimda yapilan caligmalarda uygulanan

voltajin artmast ile fiber ¢apinin azaldig1 sdylenebilir.

Sekil 3.18. PCL/CH/Mn*? nanofiberlerin SEM gériintiileri: (a) x7,500 (b) x15,000 (c) x20,000 (d)
x35,000 biiyiitmelerle

3.3.2. ATR-FTIR analizi

Ham PCL, ham CH ve PCL/CH nanofiber membranlarin ATR-FTIR spektrumlari
Sekil 3.19.”da verildi. PCL’ye ait spektrumlarda 2942 cm™ ve 2865 cm™’de sirasiyla
CH2’nin asimetrik ve simetrik gerilme pikleri gdzlendi. 1724 cm™’de C=0 titresim
pikleri, 1294 cm™’de C-C gerilmesine karsilik pikler, 1238 cm™ ve 1163 cm™’de ise
-C-O-C-’nin asimetrik ve simetrik gerilme pikleri yer almaktadir. CH’ye ait
spektrumlarda ise 3355 cm™’de -OH gerilme pikleri ve 3355 cm™’de N-H gerilme
pikleri gozlendi ve bu aralikta -OH gerilme pikleri N-H gerilme piklerini
ortiilemektedir. 2920 cm™ ve 2869 cm™’de ise sirasiyla C-H’nin simetrik ve
asimetrik gerilme pikleri gézlendi. CH yapisina 6zgii olarak 1652 cm™’de goriilen
pik amit (CONHR) grubuna bagl karbonil baglarinin (C=0) titresimlerinden, 1582
cm’deki pik protonlanmis amin gruplarindan, 1552 cm™’de amit grubuna baglh N-H
titresimlerinden ve 1313 cm™’de ise amit gruplarina bagli C-N titresimlerinden

112



kaynaklandigi literatiirde yer almaktadir (Queiroz vd, 2015). PCL/CH nanofiber
membranlarin yapisina ait ATR-FTIR spekturumlarina bakildiginda ham PCL ve

ham CH’ye ait piklerde ¢ok az miktarda kaymalar olsa da korundugu goriilmektedir.
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Sekil 3.19. Ham PCL, ham CH ve PCL/CH nanofiberlere ait ATR-FTIR spektrumlari

Ham PCL, ham CH ve PCL/CH/Mn*? nanofiber membranlarin ATR-FTIR
spektrumlart ise Sekil 3.20.’de verildi. PCL/CH/Mn*? nanofiber membranlar yapisina
ait ATR-FTIR spekturumlari PCL/CH nanofiber membranlari ile karsilastirildiginda
ozellikle CH’den kaynaklanan O-H gerilme ve N-H gerilme piklerinin genisledigi ve
zayifladigr goriildi. Ayrica PCL’den kaynaklanan C=0O gerilme ve -C-O-C- gerilme
piklerinin zayifladig1 gériilmektedir. Elde edilen sonuglara gére Mn*2 iyonlarinin PCL
ve CH molekiilleri arasinda bazi etkilesimlerin oldugunu gosterdi. Bu etkilesimlerin
Mn*2 iyonlar1 ile PCL nin yapisinda bulunan karbonil oksijeni ve -C-O-C- grubunun
oksijeni ve CH’nin O-H ve NH> gruplar arasinda koordinasyon yoluyla olustugunu

gosterdi.
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Sekil 3.20. Ham PCL, ham CH ve PCL/CH/Mn*? nanofiberlere ait ATR-FTIR spektrumlar:

3.3.3. TGA analizi

PCL, CH ve PCL/CH nanofiber yapilara ait TG ve dTG egrileri Sekil 3.21.’de verildi.
Analizler 20°C/dk sabit 1sitma hizinda, 50-700°C arasinda Perkin Elmer TGA 4000
marka termo-gravimetrik analiz cihazi ile yapildi. Termal analiz yontemleri ile
fonksiyonel gruplar arasindaki etkilesimlerin yan1 sira polimerin igerdigi kiil miktar
ve varsa modifikasyon hakkinda 6nemli bilgilere ulasilabilir.

Ham PCL’nin yapis1 i¢in TG egrisi incelendiginde literatiir ile benzer sekilde iki adiml
bir bozunma egrisi goriilmiistiir (Persenaire vd., 2001). ilk adimda ham PCL yapisi
i¢in 380°C sicakligin altinda kiitlede %3,4’lik bir azalma gézlemlendi. Bu azalmanin
nedeni yapida bulunan nem igeriginden kaynaklanmis olabilir. 2. asamada 380-463°C
sicakliklart arasinda gergeklesmis ve yapisal polimer tamamen bozundugu gorildii.
dTG egrisinde ise PCL’nin maksimum degradasyon sicakligi 435°C olarak tespit
edildi.

Ham CH’ye ait bozunma egrileri 3 asamada gerceklesmektedir. TG egrilerinden
180°C’nin altinda suyun yapidan uzaklasmasina bagli olarak %6°lik bir kiitle kaybinin
oldugu goriildii. 270-350°C arasinda ise %42’lik bir azalma goriildii. Bu azalmanin

sebebi glukozamin yapisindaki termal bozunumdan kaynaklandigi diistiniilmektedir.
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360-700°C sicaklik arasinda ise H20 eleme ve zincir siyirma reaksiyonlarinin
gerceklestigi goriildii. 700°C’de degradasyon sonunda CH igin kalinti miktar1 %27,5
olarak belirlendi. Maksimum degradasyon sicakligi 326°C olarak tespit edildi.
PCL/CH nanofiber membran yapisina ait olan egrilere bakildiginda 3 asamada
gerceklestigi ve polimerlerin ham haldeki bozunma egrilerinde farklilik gosterdigi
goriilmektedir. Bu farkliliklar polimerler arasindaki tekstural yapilardaki
farkliliklardan ve polimerler arasindaki etkilesmeden kaynakli olabilir. TG
egrilerinden 320°C’nin altinda suyun yapidan uzaklagsmasina bagl olarak %3’liik bir
kiitle azalmast goriildii. 2. asamada 320-390°C arasinda gerceklestirilmis ve ilk
kiitlenin %22’si kadarmin yapidan uzaklastig1 goriildii. Bu azalmanin sebebi yapida
bulunan CH’1n glukozamin yapisindaki termal bozunmasindan kaynaklaniyor olabilir.
3. asamada 390-450°C ve ilk kiitlenin tamami uzaklasti ve PCL/CH nanofiber yapisi
tamamen bozundu. Bu durum -OH, C=0 ve -NH gruplar1 arasinda olusan hidrojen
bagindan kaynaklanmis olabilir. dTG egrisinde PCL/CH nanofiber membran yapisi
icin 355°C ve 427°C olmak tizere iki tepe noktasi goriilmektedir. Maksimum
degredasyon sicaklig1 ise 427°C olarak tespit edildi. PCL/CH nanofiber membran
yapist ham PCL ve ham CH’ye gore daha yiiksek termal kararliliga sahiptir bu durum
nanofiberlerin yapisinda bulunan PCL ve CH arasindaki etkilesim ile agiklanabilir.
Ayrica nanofiber yapisindaki CH’ nin PCL’ye kiyasla yapiya daha iyi termal kararlilik
ozelligi katt1g1 sdylenebilir.

PCL, CH ve PCL/CH/Mn*2 nanofiber yapilara ait TG ve dTG egrileri ise sekil 3.22.’de
verildi. PCL/CH/Mn*2 nanofiber membranlarin yapisina ait olan egrilere bakildiginda
ise polimerlerin ham haldeki bozunma egrilerinde farklilik gosterdigi goriilmektedir.
Bu farkliliklar polimerler arasindaki tekstural yapilardaki farkliliklardan, polimerler
arasindaki etkilesmeden ve Mn*? iyonlarinin polimerlerle yaptigi etkilesimlerden
kaynakli olabilir. TG egrilerinden 320°C’nin altinda suyun yapidan uzaklagmasina
bagl olarak %3’liik bir kiitle azalmas1 goriildii. 320-464°C arasinda kiitle sabit bir
oranda azalma gostermis ve PCL, CH ve PCL/CH nanofiber membran yapilara oranla
daha yumusak gergeklestigi goriildii. Ilk kiitlenin tamami bu asamada yapidan
uzaklasti. dTG egrisinde PCL/CH/Mn*2 nanofiber membran yapisi icin maksimum
degredasyon sicakligi ise 432°C olarak tespit edildi. TGA sonuglarina gore yapidaki
Mn*2 iyonlarmin varligi PCL/CH/Mn*? nanofiber membran yapilarinin PCL/CH

nanofiber membran yapilarina gore daha iyi termal kararlilik gosterdigi gorildi.
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Bunun nedeni Mn*? iyonlarinin hem PCL hem de CH ile etkilesimleri nedeniyle

nanofiberlerin termal kararliligini arttirmasindan kaynaklanmis olabilir.
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Sekil 3.21. Ham PCL, ham CH ve PCL/CH nanofiberlere ait TGA ve dTG egrileri
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Sekil 3.22. Ham PCL, ham CH ve PCL/CH/Mn*? nanofiberlere ait TGA ve dTG egrileri
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3.3.4. XRD analizi

PCL/CH ve PCL/CH/Mn*? nanofiber membranlarma ait XRD spektrumlar1 Sekil
3.23.’de verildi. PCL/CH nanofiber membranina ait spektrumun incelendiginde
20=21,7°’de keskin ve siddetli bir pik ve 26=23,9°’de ise keskin ama siddeti ilkine
gore daha diisiik baska bir pik verdigi goriildii. Yapiya Mn*? ilavesi ile elde edilen
PCL/CH/Mn*? nanofiber membranlara ait spektrum incelendiginde ise ¢ok daha zay1f
bir kirinim gostererek ayni piklerin sola kaydigi ve sirasiyla 26=21,3 ve 26=22,1°"de
pik verdigi goriildii. PCL/CH nanofiber tepe noktalarinin sola kaymasi, kristal kafes
icinde farkli araliga sahip farkli tiirde bir kristal formun olusmasindan
kaynaklanmaktadir (Borjigin vd., 2013). Bu sonuglar her iki nanofiber membranin
kristal formlarinin ve PCL/CH/Mn*2 nanofiberlerdeki yonlerdirmenin PCL/CH
nanofiber membranlarda bulunanlardan farkli oldugunu gostermektedir. Bunlara ek
olarak Mn*? ilavesiyle sonucunda PCL/CH/Mn*? nanaofiber membranina ait spektrum
PCL/CH nanofiber membrani ile karsilastirildiginda siddette azalmalar goriillmektedir.
Bu durumun nedeni Mn*?’nin hem PCL hem de CH ile molekiiler seviyede
harmanlanmasindan kaynaklandig1 soylenebilir. Literatiirde yapiya baska bir polimer
ya da metal ilavesi ile pik siddetinde azalma meydana gelen galismalar mevcuttur
(Hassan vd., 2017; Hao vd., 2018).
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Sekil 3.23. PCL/CH ve PCL/CH/Mn*2 nanofiberlerine ait XRD spektrumlari
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3.4. PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*? Nanofiberlerin Optimizasyonu ve
Karakterizasyonu

Bu tez ¢alismasinda homojen fiberler elde edebilmek i¢in optimizasyon parametreleri
olarak; uygulanan voltaj, igne ve toplayici arasindaki uzaklik, polimer derigimi ve
polimer karisiminin akis hizi arastirildi. PVA/B-CD igin elde edilen sonuglar Cizelge
3.7.’de verildi. Elektroegirilmis PVA/B-CD nanofiberler i¢in, optimum kosullar olarak
%6 PVA derisimi, %3 B-CD derisimi, 12 kV uygulama voltaji, 16 cm igne-toplayici
uzakligi, 0,6 mL/sa polimer akis hiz1 belirlendi.

Cizelge 3.7. PVA/B-CD nanofiber membranlar i¢in islemsel parametreler ve gézlemler

PVA p-CD PVA/B-CD  Uygulanan Igne ve Polimer *Gozlemler
derisimi derisimi  orani (%) voltaj toplayici aras1  enjeksiyon
(%) (%) (viv)** (kV) uzaklik (¢cm)  hizi (mL/sa)
6 1 50:50 10 12 0,3 -
6 1 50:50 12 14 0,4 +
6 1 50:50 14 16 0,5 +
6 1 50:50 16 18 0,6 +
6 2 50:50 12 14 0,4 -
6 2 50:50 14 16 0,5 +
6 2 50:50 16 18 0,6 +
6 2 50:50 18 20 0,6 -
7 2 50:50 10 12 0,3 -
7 2 50:50 12 14 0,5 -
7 2 50:50 14 16 0,6 +
7 2 50:50 16 18 0,5 +
6 3 50:50 10 14 0,5 +
6 3 50:50 12 16 0,6 +++
6 3 50:50 14 18 0,4 ++
6 3 50:50 16 20 0,5 +
7 3 50:50 12 14 0,3 -
7 3 50:50 14 16 0,4 +
7 3 50:50 16 18 0,5 +
7 3 50:50 18 20 0,6 -
6 4 50:50 14 18 0,4 +
6 4 50:50 16 18 0,6 -

*Gozlemler: Parametreler incelenirken polimer karisimmnin elektroegirme sirasinda diizgiin sekilde taylor konisi olusup
olusmadigy, igne ucunda polimer damlacigmin olusup olusmadigy, sistemin stabil olup olmadig, olusan fiberlerin kolektorden
kolay ayrilip ayrilmamast, fiberlerin mekanik dayanimi ve kolektor iizerinde polimer karigimmin damlacik seklinde gelip
gelmemesine gore + ya da — olarak degerlendirme yapildi.

** Tiim ¢ozeltilere %1 oraninda Triton X-100 eklendi.

Elektroegirilmis PVA/B-CD/Mn*? igin ise PVA/B-CD nanofiberler igin belirlenen
optimum polimer derigimleri sabit tutularak Mn*? derisimi, uygulanan voltaj, igne-
toplayict uzakligi ve polimer akis hizi parametreleri i¢in optimizasyon calismalari
yapildi. PVA/B-CD/Mn*? igin ise elde edilen sonuglar Cizelge 3.8.’de verildi.
Elektroegirilmis PVA/B-CD/Mn*? nanofiberler i¢in optimum kosullar olarak %6 PVA
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derisimi, %3 B-CD derisimi, %0,2 Mn*2, 14 kV uygulama voltaji, 16 cm igne- toplayici
uzakligi, 0,6 mL/sa polimer akis hiz1 belirlendi. PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*2
nanofiber membranlarin optimizasyon parametreleri karsilastirildiginda PVA/B-
CD/Mn*? nanofiber membranlarin iiretimi i¢in daha yiiksek voltaj kullanildi. Her iki
nanofiber membran iiretiminde polimer derigimleri ayni derisimde olmasina ragmen
PVA/B-CD/Mn*? nanofiberlere %0,2 Mn*? metali ilave edildi. Bunun sonucunda
polimer ¢ozeltisinin viskozitesinde artis gozlendi ve bu nedenle PVA/B-CD/Mn*?
nanofiberi iiretmek igin daha yiiksek voltaj uygulandi. PVA/B-CD/Mn*?
nanofiberlerini iiretmek igin farkli derisimlerde Mn*? (%0,1-0,4) kullanildi ve ¢alisilan
tiim derisimlerde nanofiber olustugu gozlendi. Bu nedenle en iyi fiber olusumunun
go6zlendigi dort fiberinde SEM goriintiisii alindi. Sem goriintiileri incelendiginde en iyi
fiber yapistnin Mn*? derisiminin %0,2 oldugu membranlarda gozlendi. Bu nedenle

optimum Mn*2 derisimi %0,2 olarak belirlendi.

Bu asamanin ardindan en uygun parametrelerle hazirlanmis nanofiberlerin SEM,

FTIR, TGA ve XRD karakterizasyonu gerceklestirildi.

Cizelge 3.8. PVA/B-CD/Mn*? nanofiber membranlar i¢in islemsel parametreler ve gozlemler

PVA p-CD Mn*? Uygulanan igne ve Polimer *Gozlemler
derisimi derisimi  derisimi voltaj toplayici arasi enjeksiyon

(%) (%) (%0)** (kV) uzaklik (cm) hiz1 (mL/sa)
6 3 0,1 12 16 0,6 -
6 3 0,1 12 17 0,5 ++
6 3 0,1 14 18 0,6 +
6 3 0,1 16 20 0,4 +
6 3 0,2 12 16 0,4 +
6 3 0,2 14 16 0,6 +++
6 3 0,2 16 18 0,5 ++
6 3 0,2 18 20 0,6 +
6 3 0,3 12 14 0,4 +
6 3 0,3 14 17 0,6 ++
6 3 0,3 16 18 0,5 +
6 3 0,3 18 18 0,6 +
6 3 0,4 12 12 0,5 +
6 3 0,4 14 16 0,6 ++
6 3 0,4 16 14 0,5 +
6 3 0,4 18 18 0,6 +

*Gozlemler: Parametreler incelenirken polimer karisiminin elektroegirme sirasinda diizgiin sekilde
taylor konisi olusup olusmadigi, igne ucunda polimer damlaciginin olusup olusmadigi, sistemin
stabil olup olmadigi, olusan fiberlerin kolektdrden kolay ayrilip ayrilmamasi, fiberlerin mekanik
dayanimi ve kolektor lizerinde polimer karigiminin damlacik seklinde gelip gelmemesine gore + ya
da — olarak degerlendirme yapild.

** Tiim ¢ozeltilere %1 oraninda Triton X-100 eklendi.
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3.4.1. Sem analizi

Optimizasyon parametreleri belirlenen PVA/B-CD nanofiber membranlarin SEM
goriintiileri Sekil 3.24.’de farkli biiyiitme oranlarinda verildi. Sekil 3.24.’de goriildigi
gibi, fiberlerin neredeyse ayni c¢apa sahip olduklari, gelisigiizel konumlandigi,
yuvarlak hatli olduklari, piiriizsiiz, boncuksuz oldugu ve ortalama ¢aplarinin 207-227
nm civarinda oldugu goriildii. PVA/B-CD nanofiber yiizeylerinin diizgiin oldugu ve

ylizeyde herhangi bir kusur olmadigi goriildii.

Sekil 3.24. PVA/B-CD nanofiberlerin SEM gériintiileri: (a) x5000 (b) x10,000 (c) x20,000 (d)
x35,000 biiyiitmelerle
PVA/B-CD nanofiberleri suda ¢6ziindiigii i¢in ¢apraz baglama islemi uygulanarak
suda ¢oztiniirliigii engellendi. Sekil 3.25.°de ise ¢apraz baglama iglemi sonucu PVA/f-
CD nanofiberlere ait SEM goriintiileri verildi. Capraz baglama islemi sonrasi, Sekil
3.25.”de goriildiigii gibi, nanofiberlerin rasgele konumlandigi, yuvarlak hatli olduklari,
hafif piiriizlii, boncuksuz oldugu, ortalama caplarmin biiylidiigii ve 265-297 nm

civarinda oldugu goriildii.
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Sekil 3.25. Capraz baglama islemi sonras1 PVA/B-CD nanofiberlerin SEM goriintiileri: (a)
x5000 (b) x10,000 (c) x20,000 (d) x35,000 biiyiitmelerle
PVA/B-CD/Mn*? nanofiberlerine ait SEM goriintiileri ise Sekil 3.26.’da farkli
biiylitme oranlarinda goriilmektedir. Sekil 3.26.’da goriildiigii gibi, fiberlerin rasgele
konumlandigi, hafif piiriizlii hale geldikleri, yuvarlak hatli, boncuk olugumunun
gbzlenmedigi ve ortalama c¢aplarinin 283-336 nm civarinda oldugu goriildii. PVA/j-
CD/Mn*2 nanofiber yiizeylerinin diizgiin oldugu ve yiizeyde herhangi bir kusur
olmadig1 gériildii. PVA/B-CD/Mn*2 nanofiberlerin capt PVA/B-CD nanofiberlerin
capna gore arttign gdzlendi. Mn*? ilavesi sonucu polimer ¢dzeltisinin viskozitesi
artmast sonucu elde edilen nanofiberlerin ¢aplart da artti. Literatiirde polimer
¢ozeltisinin  viskozitesinin artmast sonucu daha biiyik fiber ¢apina sahip

nanofiberlerin olustugu ¢alismalar mevcuttur (Fong vd., 1999).

PVA/B-CD/Mn*? nanofiberleri suda ¢oziindiigii icin ¢apraz baglama islemi
uygulanarak suda ¢oziinlirligli engellendi. Sekil 3.27.’de ise ¢apraz baglama islemi
sonucu PVA/B-CD/Mn*2 nanofiberlere ait SEM goriintiileri verildi. Capraz baglama
islemi sonrasi, Sekil 3.27.’de goriildiigii gibi, nanofiberlerin homojen yapilari,
yuvarlak hatlarini, hafif piirtizliiliiklerini koruduklari, ortalama caplarinin biiytidiigii

ve 414-473 nm civarinda oldugu gorildii.
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Sekil 3.26. PVA/B-CD/Mn*? nanofiberlerin SEM gériintiileri: (a) x1000 (b) x10,000 (c) x20,000
(d) x35,000 biiyiitmelerle

Sekil 3.27. Capraz baglama islemi sonras1 PVA/B-CD/Mn*? nanofiberlerin SEM gériintiileri: (a)
x1000 (b) x10,000 (c) x20,000 (d) x35,000 biiyiitmelerle
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3.4.2. ATR-FTIR analizi

Ham PVA, ham B-CD ve PVA/B-CD nanofiber membranlarin ATR-FTIR
spektrumlar1 Sekil 3.28.’de verildi. PVA’ya ait spektrumlarda 3000-3600 cm™
arasinda alkol gruplarindaki -OH titresim bandina, 2936 cm™ ve 2906 cm™’de ise
sirastyla CHz2’nin asimetrik ve simetrik gerilme pikleri gozlendi. p-CD’ye ait
sprktrumlarda ise 3300 cm™*’de -OH gerilme pikleri, 2923 cm™*’de C-H’nin asimetrik
ve simetrik gerilme pikleri gozlendi. Bunlara ek olarak 1650 cm™’de B-CD yapisinda
bulunan su molekiillerinin deformasyonu sonucu olusan H-O-H gerilmelerine aittir.
1153 cm™°de C-O-C titresim pikleri ve 1023 cm™°de ise C-H ve C-O gerilmelerine ait
pikler goriilmektedir. PVA/B-CD nanofiber membranlarin yapisina ait ATR-FTIR
spekturumlarina bakildiginda ham PVA ve ham B-CD’ye ait piklerde ¢ok az miktarda

kaymalar olsa da korundugu goriilmektedir.
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Sekil 3.28. Ham PVA, ham B-CD ve PVA/B-CD nanofiberlere ait ATR-FTIR spektrumlari

Ham PVA, ham B-CD ve PVA/B-CD/Mn*? nanofiber membranlarin ATR-FTIR
spektrumlar1 ise Sekil 3.29.’da verildi. PVA/B-CD/Mn*? nanofiber membranlar
yapisina ait ATR-FTIR spekturumlari PVA/B-CD nanofiber membranlar ile
karsilastirildiginda O-H gerilme piklerinin genisledigi goriilmektedir. Elde edilen

sonuglara gére Mn*2iyonlarinin PVA ve B-CD molekiilleri arasinda bazi etkilesimlerin
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oldugunu gosterdi. Bu etkilesimlerin Mn*2iyonlar1 ile hem PVA’nin hem de B-CD’nin
O-H gruplar arasinda koordinasyon yoluyla olustugu sdylenebilir.
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Sekil 3.29. Ham PVA, ham B-CD ve PVA/B-CD/Mn*2 nanofiberlere ait ATR-FTIR spektrumlar:

3.4.3. TGA analizi

PVA, B-CD ve PVA/B-CD nanofiber yapilara ait TG ve dTG egrileri Sekil 3.30.’da
verildi. Analizler 20°C/dk sabit 1sitma hizinda, 50-700°C arasinda Perkin Elmer TGA
4000 marka termo-gravimetrik analiz cihazi ile yapildi. Termal analiz yontemleri ile
fonksiyonel gruplar arasindaki etkilesimlerin yan1 sira polimerin igerdigi kiil miktar1
ve varsa modifikasyon hakkinda 6nemli bilgilere ulasilabilir.

Ham PVA yapisi icin TG egrisi incelendiginde tic adimli bir bozunma egrisi goriildii.
Ik adimda ham PVA yapisi i¢in 190°C 1sinin altinda kiitlede %6°lik bir azalma
gozlemlendi. Bu azalmanin nedeni yapida bulunan suyun uzaklagmasindan
kaynaklaniyor olabilir. 2. asamada 250-330°C sicakliklar1 arasinda ilk kiitlenin
yaklasik %80’inin yapidan uzaklastigi goriildii. Bu asamada sicakliktan dolay1 H2O
eleme ve zincir siyirma (chain stripping) reaksiyonlariin gerceklestigi literatiirde
belirtilmektedir (Gilmanl, 1995). 3. asamada 410-500°C sicakliklar1 arasinda
gerceklesmis ve ilk kiitlenin %93’iiniin yapidan uzaklastigi gozlendi. Bu asamada
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kiitle azalmasinin sebebi Hz eliminasyon reaksiyonlarindan kaynaklandig: literatiirde
belirtilmektedir (Gilmanl, 1995; Tamasan ve Simon, 2012). Deney bittikten sonra
yapinin kiil kalint1 miktari ise %3,5 olarak bulundu. dTG egrisinde PVA’nin ham hali
igin ilki 289°C ve ikinci de 452°C’de olmak {lizere iki tepe noktasi goriilmektedir. Bu
tepeler sirsiyla 2. ve 3. asamalardaki maksimum bozunmanin gergeklestigi sicakliklar
belirtmektedir.

Ham B-CD yapisi i¢in TG egrisi incelendiginde ti¢ adimli bir bozunma egrisi goriildii.
[k adimda ham B-CD yapis1 igin 120°C sicakligin altinda kiitlede %12’lik bir azalma
gozlemlendi. Bu azalmanin nedeni B-CD yapisinda bulunan yiizeysel suyun
uzaklagmasindan kaynaklanmaktadir. 2. asamada 120-325°C sicakliklar1 arasinda ilk
kiitlenin yaklasik %13’linlin yapidan uzaklastigi goriildii. Bu asamada sicakliktan
dolayr yapmin i¢ kisminda bulunan su molekiillerinin uzaklagtigi literatiirde
belirtilmektedir (Giordano vd., 2001). 3. asamada 352-390°C sicakliklari arasinda
gerceklesti ve ilk kiitlenin %90’1 yapidan uzaklasti. Bu asamada kiitle azalmasinin
sebebi yapida bulunan glikoz molekiillerinin uzaklasmasindan kaynaklandigi
literatiirde belirtilmektedir (Shown vd., 2010). 700°C sonunda yapinin kiil kalinti
miktart iSe %2 olarak bulundu. dTG egrisinde B-CD’nin ham hali i¢in ilki 103°C ve
ikinci de 353°C’de olmak iizere iki tepe noktas1 goriildii. Bu tepeler sirsiyla 2. ve 3.
asamalardaki maksimum bozunmanin gergeklestigi sicakliklart belirtmektedir.
PVA/B-CD nanofiber membranlarin yapisina ait olan egrilere bakildiginda
polimerlerin ham haldeki bozunma egrilerinde farklilik gosterdigi goriilmektedir. Bu
farkliliklar polimerler arasindaki tekstural yapilardaki farklhiliklardan ve polimerler
arasindaki etkilesmeden kaynakli olabilir. TG egrilerinden 275°C’nin altinda suyun
yapidan uzaklagsmasina bagli olarak %5,5’lik bir kiitle azalim1 gériildii. 275-380°C
arasinda kiitle sabit bir oranda azalma gdstermis ve diger polimerlere oranla daha
yumusak gercgeklestigi goriildii. Bu asamada ilk kiitleye gore yaklasik %75°1lik bir
azalma gerceklestigi gorildi. Bu durum -OH gruplari arasinda olusan hidrojen
bagindan ve capraz baglama (glutaraldehit) isleminden kaynaklaniyor olabilir. 380-
490°C arasinda ilk kiitleye oranla %90’lik bir bozunma goézlemlendi. PVA ve $-CD
polimerlerinin maksimum bozunma sicakliklari sirasi ile 289°C ve 353°C’dir. PVA/p-
CD nanofiber membran yapisinin maksimum bozunma sicakligi ise her iki polimerin
bozuma sicakliklarinda daha yiiksek olup 460°C olarak bulundu. Analiz sonunda
PVA/B-CD igin kiil kalint1 miktart %6 olarak belirlendi. PVA/B-CD nanofiber
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membran yapist ham PVA ve ham B-CD’ye gore daha yiiksek termal kararliliga
sahiptir bu durum nanofiberlerin yapisinda bulunan PVA ve B-CD arasinda olusan

hidrojen baglar ile agiklanabilir.
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Sekil 3.30. Ham PVA, ham -CD ve PVA/B-CD nanofiberlere ait TGA ve dTG egrileri
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PVA, B-CD ve PVA/B-CD/Mn*2 nanofiber yapilara ait TG ve dTG egrileri ise Sekil
3.31.’de verildi. PVA/B-CD/Mn*2 nanofiber membranlarin yapisina ait olan egrilere
bakildiginda ise polimerlerin ham haldeki bozunma egrilerinde farklilik gosterdigi
goriilmektedir. Bu farkliliklar polimerler arasindaki tekstural —yapilardaki
farkliliklardan, polimerler arasindaki etkilesmeden ve Mn*? iyonlarmin polimerle
yaptig1 etkilesimlerden kaynakli olabilir. TG egrilerinden 250°C’nin altinda suyun
yapidan uzaklagsmasia bagli olarak %9’luk bir kiitle azalimi1 goriildii. 250-340°C
arasinda kiitle sabit bir oranda azalma gosterdi ve diger polimerlere oranla daha
yumusak gergeklesti. Bu asamada ilk kiitleye gore yaklasik %65°lik bir azalma
gerceklestigi gortildii. Bu durum -OH gruplar1 arasinda olusan hidrojen bagindan,
capraz baglama (glutaraldehit) isleminden ve yapida bulunan Mn*? iyonlarmin
polimerler ile olusturdugu koordinasyondan kaynaklaniyor olabilir. 340-511°C
arasinda ilk kiitleye oranla %85’lik bir bozunma gdzlemlendi. PVA ve B-CD
polimerlerinin maksimum bozunma sicakliklari sirasi ile 289°C ve 353°C’dir. PVA/j-
CD/Mn*? nanofiber membran yapisinin maksimum bozunma sicaklig1 ise her iki
polimerin bozuma sicakliklig1 arasinda bir deger olan 320°C olarak bulundu. Analiz
sonunda PVA/B-CD/Mn*? igin kiil kalint:1 miktar1 %12 olarak belirlendi. Bu durum
nanofiberlerin yapisinda bulunan PVA ile B-CD arasinda olusan hidrojen baglar1 ve
Mn*2 iyonlarmin hem PVA hem de B-CD ile arasinda olusan koordinasyon ile

agiklanabilir.
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Sekil 3.31. Ham PVA, ham B-CD ve PVA/B-CD/Mn*? nanofiberlere ait TGA ve dTG egrileri
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3.4.4. XRD analizi

PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*? nanofiber membranlaria ait XRD spektrumlar1 Sekil
3.32.’de verildi. PVA/B-CD nanofiber membranina ait spektrumun incelendiginde
20=19,4°"de bir pik ve 20=40,8°"da bir omuz verdigi goriildii. Yapiya Mn*? ilavesi ile
elde edilen PVA/B-CD/Mn*? nanofiber membranlara ait spektrum incelendiginde
20=18,9°"de bir pik goriiliirken, 260=40,8° goriilen pik gozlenmedi. Mn*? iyonlarmin
dahil edilmesinden dolay1 polimer c¢o6zeltisinin iletkenli§i ve nanofiber yapisini
degistirdigi icin, elde edilen PVA/B-CD/Mn*2 nanofiberinin kristal yapisi degistigi
seklinde yorumlanabilir. Yapiya Mn*? ilavesi ile PVA/B-CD nanofiber tepe noktasinin
sola kaymasi, kristal kafes i¢inde farkli araliga sahip farkli tiirde bir kristal formun
olustugu seklinde yorumlanabilir. Bu sonuglar her iki nanofiber membranin kristal
formlarmmm ve PVA/B-CD/Mn*? nanofiberlerdeki yonlerdirmenin PVA/B-CD
nanofiber membranlarda bulunanlardan farkli oldugunu gostermektedir. Bunlara ek
olarak Mn*? ilavesiyle sonucunda PVA/B-CD nanaofiber membranina ait spektrum
PVA/B-CD/Mn*? nanofiber membram ile karsilastirildiginda siddette azalmalar
goriilmektedir. Bu durumun nedeni Mn*?’nin hem PVA hem de B-CD ile molekiiler
seviyede harmanlanmasindan kaynaklandig1 s6ylenebilir. Literatiirde yaprya bagka bir
polimer ya da metal ilavesi ile pik siddetinde polimerin yapisina bagli olarak artisin

gozlendigi calismalar mevcuttur (Lakshmi vd., 2015; Altindas Yildirim, 2018).
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Sekil 3.32. PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*? nanofiberlerine ait XRD spektrumlar:

3.5. CA/PVP ve CA/PVP/Mn*2 Nanofiberlere Arginaz immobilizasyonunun
Optimizasyon ve Karakterizasyon Calismalari

Optimum kosullarda sentezlenen CA/PVP ve CA/PVP/Mn*? nanofiberlere arginaz
enzimi adsorpsiyon ve g¢apraz baglama yontemleri kullanilarak immobilize edildi.
Optimizasyon parametreleri olarak arginaz miktari, nanofiber miktari, adsorpsiyon
stiresi ve ¢apraz baglayict miktar1 ¢alisildi. Karakterizasyon kisminda ise optimum
sicaklik, optimum pH, pH kararliligi, termal kararlilik, Kinetik parametreler ve tekrar

kullanilabilirlik parametreleri incelendi.

3.5.1. Arginaz miktari

CA/PVP ve CA/PVP/Mn*? nanofiberlere arginaz immobilizasyonunda optimum
enzim miktarmi belirlemek i¢in 0,25; 0,5; 0,75; 1; 2 ve 4 U/mL miktarlarinda arginaz
enzimi kullanildi. Hem arginaz immobilize CA/PVP hem de arginaz immobilize
CA/PVP/Mn*2 nanofiberler icin aktivite tayini yapildi. Farkli derisimlere kars: spesifik
aktivite grafigi ¢izildi. Sekil 3.33’deki sonuglara gore arginaz immobilize CA/PVP
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nanofiberleri i¢in optimum enzim miktar1 1 U/mL, CA/PVP/Mn*? nanofiberleri i¢in

ise 0,5 U/mL olarak bulundu.
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Sekil 3.33. CA/PVP ve CA/PVP/Mn*? nanofiberlerine arginaz immobilizasyonu i¢cin optimum
enzim miktariin belirlenmesi
Nanomalzemelere enzim immobilizasyonu optimizasyon g¢alismalarinda en dnemli
parametrelerden biri enzim miktaridir. Her iki nanofiber i¢in de optimum arginaz
miktarmin lizerindeki miktarlarda spesifik aktivite giderek azalmaktadir. Bunun en
onemli nedeni ortamdaki tasiyict miktarinin yetersiz olmasi olabilir. Ayrica ortamdaki
arginaz molekiilleri tasiyict ylizeyine baglanmasi sirasinda multi adsorpsiyon

gerceklesmis olabilir.

Arginaz immobilize CA/PVP/Mn*? nanofiberler i¢in optimum enzim miktar1 CA/PVP
nanofiberlere gére daha diisiik bulundu. CA/PVP/Mn*2 nanofiberlerin yapisinda
bulunan Mn*? iyonlar1, optimum enzim miktarinin altindaki miktarlarda birim Mn*?
basina diisen enzim miktar1 az oldugu icin enzim aktivite gdéstermemis olabilir.
Optimum enzim miktarinin iizerindeki derisimlerde ise enzim miktar1 artmasina
ragmen Mn*2 miktar1 sabittir. Bu nedenle enzimin aktivite kazanabilmesi igin gerekli

olan Mn*2 miktar1 ortamda bulunmadig: igin aktivite diismiis olabilir.

3.5.2. Nanofiber miktari

CA/PVP ve CA/PVP/Mn*? nanofiberlere arginaz immobilizasyonunda optimum

tastyict miktarin1 belirlemek i¢in 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5 ve 15 mg nanofiber
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immobilizasyon isleminde kullanildi. Hem arginaz immobilize CA/PVP hem de
arginaz immobilize CA/PVP/Mn*? nanofiberler icin aktivite tayini yapildi. Tastyict
miktarina kars1 spesifik aktivite grafigi ¢izildi. Sekil 3.34.”deki sonuglara gore arginaz
immobilize CA/PVP nanofiberleri i¢in optimum tasiyici miktar1 12,5 mg,
CA/PVP/Mn*2 nanofiberleri i¢in ise 10 mg olarak bulundu.
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Sekil 3.34. CA/PVP ve CA/PVP/Mn*? nanofiberlerine arginaz immobilizasyonu i¢cin optimum
nanofiber miktariin belirlenmesi
Optimum tastyic1 miktarinin altindaki miktarlarda, ortamda yeterli fiber bulunmadig:
icin enzim molekiillerinin tamami immobilize olamamis olabilir. Optimum tasiyici
miktarinin Ustiindeki miktarlarda ise; fiber miktarinin fazla olmasi immobilize edilen

enzim ile subsrat arasinda gergeklesmesi gereken etkilesime sterik olarak engel olmus

olabilir.

3.5.3. Adsorpsiyon siiresi

CA/PVP ve CA/PVP/Mn*? nanofiberlere arginaz immobilizasyonunda oncelikle
adsorpsiyon daha sonra ¢apraz baglama yontemleri kullanildi. Enzim miktari, tasiyici
miktar1 ve ¢apraz baglayict miktar1 sabit tutularak optimum adsorpsiyon siiresini
belirlemek ic¢in 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 dakika siire ile adsorpsiyon islemi
gerceklestirildi. Aktivite Ol¢limiiniin ardindan elde edilen veriler yardimiyla

adsorpsiyon siiresine karsi spesifik aktivite grafigi ¢izildi. Sekil 3.35.’deki sonuglara
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gore arginaz immobilize CA/PVP nanofiberleri i¢in adsorpsiyon siiresi 20 dakika,

CA/PVP/Mn*2 nanofiberleri i¢in ise 15 dakika olarak bulundu.
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Sekil 3.35. CA/PVP ve CA/PVP/Mn*? nanofiberlerine arginaz immobilizasyonu i¢cin optimum
adsorpsiyon siiresinin belirlenmesi
CA/PVP nanofiberlerin yiizeyi 20. dakikada, CA/PVP/Mn*2 nanofiberlerin yiizeyi ise
15. dakikada arginaz enzimi molekiilleri bakimindan doygunluga ulasti ve bu
siirelerden sonra immobilize enzim molekiilleri tasiyict yiizeyinden desorbe olmaya
baslamis olabilir. Ayrica CA/PVP/Mn*? nanofiberlerin yapisinda bulunan ve arginaz
enziminin aktivitesi icin gerekli olan Mn*? iyonlar1 enzimin fibere olan ilgisini
etkilemis olabilir. Daha kisa siirede ve daha etkili bir immobilizasyon isleminin
gerceklesmesine neden oldugu soylenebilir. Bunun yaninda Mn*? iyonlariin
koordinasyon kabiliyeti nedeniyle ilave baglar yapmak suretiyle grafikten de
anlagilacagi iizere enzimin desorpsiyonunun kademeli olarak gerceklesmesini

saglamistir. Bu nedenle, CA/PVP nanofiber i¢in bunu sdylemek miimkiin degildir.

3.5.4. Capraz baglayic1 miktar

Enzim immobilizasyonunda glutaraldehit yaygin olarak kullanilan ¢apraz
baglayicilardan bir tanesidir. Kolay elde edilebilir olmasi, giivenli olmasi ve ekonomik
olmasi gibi nedenlerden dolay1 yaygin olarak kullanilmaktir. Capraz baglama islemi

geri donlislimsiiz olarak ve notr pH’a yakin sartlarda gerceklesir.
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Optimum glutaraldehit derisimini belirlemek igin enzim miktari, tasiyici miktart ve
adsorpsiyon siiresi sabit tutularak %1, %2, %3, %4, %5 ve %6 glutaraldehit
derisimlerinde immobilizasyon islemi gergeklestirildi. Aktivite 6l¢limiiniin ardindan
elde edilen veriler yardimiyla ¢apraz baglayici miktarina karsi spesifik aktivite grafigi
cizildi. Sekil 3.36.”daki sonuglara gore arginaz immobilize CA/PVP nanofiberleri i¢in
optimum glutaraldehit miktar1 %5, CA/PVP/Mn*? nanofiberleri icin ise %4 olarak

bulundu.
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Sekil 3.36. CA/PVP ve CA/PVP/Mn*? nanofiberlerine arginaz enzimi immobilizasyonu i¢in
optimum glutaraldehit derisiminin belirlenmesi
Optimum GA miktarinin altindaki degerlerde, ortamdaki GA miktar1 enzim
molekiillerinin nanofiberlere immobilize olmasi i¢in yetersiz gelmis olabilir. Optimum
GA miktarinin iizerindeki degerlerde ise, ortamdaki GA miktarinin enzim
molekiillerinin ~ aktif merkezini etkilemesi ile birlikte enzimin yapisinda

konformasyonel degisiklikler meydana gelmis olabilir.

Zhang ve arkadaglar1 tarafinda yapilan bir ¢alismada rekombinant insan arginaz-1
enzimi glutaraldehit kullanilarak kitosan pargaciklara immobilize edilmistir. Bu
calismada glutaraldehit derisimi %0,5-2,5 olacak sekilde calisilmigtir ve ¢apraz
baglayici derisimi arttikga goreceli aktivitenin arttig1 sonucuna varilmistir (Zhang vd.,
2015). Yapilan bir bagka ¢alismada ise arginaz-1 seliiloz mikrokiirelere glutaraldehit
kullanilarak immobilize edilmistir. Glutaraldehit derisimi 0,3, 0,5, 0,8 ve 1,0 mM
olacak sekilde deneyler yapilmis ve ¢apraz baglayici derigimi arttikga aktivitenin
azaldig1 gozlenmistir (Li vd., 2014).
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3.5.5. Optimum sicakhik

Ortam sicakligindaki degisme enzim aktivitesinin de degismesine neden olur.
Sicakligin artmasi ile enzim molekiilleri arasindaki ¢arpisma sayisi artar ve bunun
sonucu olarak genellikle tepkime hizida artmaktadir. Enzimlerin maksimum aktivite
gosterdigi sicakliga optimum sicaklik denir. Ancak enzimler protein yapisinda
olmalarindan dolay1 optimum sicakligin iizerindeki sicakliklarda enzimler denatiire

olabilirler ve aktiviteleri azalabilir.

CA/PVP ve CA/PVP/Mn*2 nanofiber membranlara immobilize edilen arginaz enzimi
aktivitesinin sicaklikla degisimini belirlemek ve serbest arginaz ile karsilagtirabilmek
icin aktivite sicakliglr 20-70°C araliginda degistirilerek aktivite tayini yapildi. Sekil
3.37.’de goriildiigii gibi serbest enzim i¢in optimum sicaklik degeri 35°C iken bu deger
arginaz immobilize CA/PVP ve CA/PVP/Mn*2 nanofiber membranlar icin ise 40°C

olarak bulundu.
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Sekil 3.37. CA/PVP ve CA/PVP/Mn*? nanofiberlere arginaz immobilizasyonu sonrasinda
optimum sicaklik egrileri
Grafik incelendiginde serbest arginaz aktivitesi optimum sicakliktan diisiik ve yiiksek
degerlerde azalirken, arginaz immobilize CA/PVP ve CA/PVP/Mn*? nanofiber
membranlarin  sicaklik profili daha genis bir alana yayilim gosterdi. Bu,
immobilizasyon islemi sonrasi nanofiber membranlar ile arginaz arasindaki
etkilesimlerin 6nemli bir konformasyonel degisiklige neden olmadigin1 ve nanofiber

membranlarin yapisinda bulunan CA ve PVP polimerlerinin ve Mn*? iyonlarinin
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enzimin konformasyonel kararliligina 6nemli katki sagladigi seklinde yorumlanabilir.
Ayrica arginaz immobilize CA/PVP/Mn*2 nanofiber membranlar immobilize CA/PVP
nanofiber membranlara gore tiim sicakliklarda daha yiiksek aktivite gosterdi. Bu
durumda arginaz aktivitesi igin gerekli Mn*?’nin degisen sicaklik ile olusan 1s1

degisimlerine karst membran yapilarini daha direncli bir hale getirdigi sdylenebilir.

Yapilan bir ¢alismada si8ir karacigerinden saflastirilan arginaz enzimi poliakrilamit
destek lizerine immobilize edilmis, serbest enzim ve immobilize enzim i¢in optimum
sicaklik sirastyla 40°C ve 60°C olarak bulunmustur (Dala ve Szajani, 1994). Unissa
vd. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada ise PVA-sodyum alginat boncuk hazirlanmig
ve bu boncuk bakteri hiicrelerinin c¢ogaltilacagi besi ortamina ilave edilerek
Idiomarina sediminum’un immobilizasyonu saglanmistir. Daha sonra immobilize
edilmis bakteriden arginaz enzimi saflastirilmis ve PVA-sodyum alginat boncuklar
lizerine immobilize arginaz i¢in optimum sicaklik 35°C olarak bulunmustur. Unissa
vd. (2017) tarafindan yapilan bir baska calismada ise ldiomarina sediminium
H1695’ten saflastirilmis I-arginaz enzimi poli etilen glikol lizerine immobilize edilmis
ve serbest enzim i¢in optimum sicaklik degeri 37°C iken bu deger immobilize enzim
icin ¢ok az bir artis gostererek 38°C olmustur. Bir bagka ¢alismada ise insan arginaz [
enzimi glimiis nanopartikiiller {izerine immobilize edilmis ve hem serbest hem de
immobilize enzim i¢in optimum sicaklik 60°C olarak bulunmustur (Stasyuk vd.,
2011). Diger bir calisma da E.coli hiicreleri kullanilarak tasarlanmig buz
cekirdeklenme proteinleri lizerine insan arginaz I enzimi immobilize edilmis ve
immobilize enzim i¢in optimum sicaklik 60°C’de olarak bulunmustur (Zhang vd.,
2016). Rekombinant insan arginaz-1 enzimi bir bagka ¢alismada kitosan pargaciklara
immobilize edilmis ve hem serbest enzim hem de immobilize enzim i¢in optimum
sicaklik 40°C olarak bulunmustur (Zhang vd., 2015). Li vd. (2014) tarafindan yapilan
calismada arginaz-1 seliiloz mikrokiirelere immobilize edilmis ve immobilize enzim

i¢cin optimum sicaklik 60°C olarak bulunmustur.

3.5.6. Optimum pH

Ortam pH’inda meydana gelen degisiklikler enzimin aktivitesinin degismesine neden

olabilir. Enzimler protein yapisinda olduklar1 i¢in yapilarindaki aminoasit
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kalintilarindaki iyonik 6zellikler asirt asidik ve bazik ortamlarda degisebileceginden

enzimin denatiire olmasina neden olabilir.

CA/PVP ve CA/PVP/Mn*? nanofiber membranlara immobilize edilen arginaz enzimi
aktivitesinin pH ile degisimini belirlemek ve serbest arginaz ile karsilastirabilmek igin
aktivite ortamin pH’1 3,0-12,0 araliginda degistirilerek aktivite dlgiimleri yapildi ve
Sekil 3.38.’de verildi.
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Sekil 3.38. CA/PVP ve CA/PVP/ Mn*? nanofiberlere iireaz immobilizasyonu sonrasinda
optimum pH egrileri
Grafik incelediginde serbest enzimin optimum pH 10,0 iken, arginaz immobilize
CA/PVP ve CA/PVP/Mn*? nanofiber membranlar icin ise optimum pH 9,0 olarak
bulundu. Serbest enzim ozellikle asir1 asidik ve bazik kosullarda yaklagik %10
civarinda aktivitide gosterirken arginaz immobilize CA/PVP ve CA/PVP/Mn*?
nanofiber membranlar ise aktivitelerinin %20’sini korudugu goriildi. Optimum
pH’daki asidik bolgeye kayma membran yapisinda bulunan seliiloz temelli olan
CA’dan kaynaklanmaktadir. Ozellikle CA negatif yiiklii yiizeylere sahip oldugu igin
asidik ortamlarda enzimin mikrogevresinin tamponlama etkisiyle bir koruma sagladigi

diistiniilebilir.

Arginaz immobilize CA/PVP nanofiber membranlar immobilize CA/PVP/Mn*
nanofiber membranlara gore tiim pH degerlerinde daha yiiksek aktivite gdstermistir.
Bu durumda arginaz aktivitesi i¢in gerekli Mn*? iyonlarinin enzim molekiillerinin
yaninda CA ve PVP yapisinda bulunan enzimin mikrogevresine tamponlama

yapabilen gruplar ile selat olusturdugu s6ylenebilir.
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Yapilan bir ¢aligmada sigir karacigeri arginaz enzimi poli hidroksi etil akrilat iizerine
immobilize edilmis ve serbest enzim i¢in optimum pH degeri 10,0 immobilize enzim
igin ise 9,5-10,5 araliginda bulunmustur (Veronese vd., 1989). Dala ve Szajani (1994)
tarafindan yapilan ¢alismada serbest arginaz i¢in optimum pH 11,0 iken, poliakrilamit
destek iizerine immobilize arginaz enzimi i¢in ise 9,5 olarak bulunmustur. Unissa vd.
(2015) tarafindan yapilan ¢alismada ise PVA-sodyum alginat boncuk hazirlanmis ve
bu boncuk bakteri hiicrelerinin gogaltilacagi besi ortamina ilave edilerek Idiomarina
sediminum’un immobilizasyonu saglanmistir. Daha sonra immobilize edilmis
bakteriden arginaz enzimi saflagtirilmis ve PVA-sodyum alginat boncuklar izerine
immobilize arginaz i¢in optimum pH 8,0 olarak bulunmustur. Unissa vd. (2017)
tarafindan yapilan bir baska calismada ise Idiomarina sediminium H1695’ten
saflastirilmig 1-arginaz enzimi poli etilen glikol {izerine immobilize edilmis ve serbest
enzim i¢in optimum pH 7,0 iken bu deger immobilize enzim i¢in ¢ok az bir artis
gostererek 7,5 olmustur. Bir baska c¢aligmada ise insan arginaz I enzimi gimiis
nanopartikiiller iizerine immobilize edilmis ve hem serbest hem de immobilize enzim
icin optimum pH 8,0 olarak bulunmustur (Stasyuk vd., 2011). Diger bir ¢alisma da
E.coli hiicreleri kullanilarak tasarlanmis buz ¢ekirdeklenme proteinleri {izerine insan
arginaz | enzimi immobilize edilmis ve immobilize enzim i¢in optimum pH 10,0
olarak bulunmustur (Zhang vd., 2016). Rekombinant insan arginaz-l enzimi bir bagka
calismada kitosan pargaciklara immobilize edilmis ve hem serbest enzim hem de
immobilize enzim i¢in optimum pH 10,0 olarak bulunmustur (Zhang vd., 2015). Li vd.
(2014) tarafindan yapilan g¢alismada arginaz-l seliilloz mikrokiirelere immobilize
edilmis ve immobilize enzim i¢in optimum pH degeri 7,0-11,0 araliginda bulunmustur.
Grady ve Joyce (1980) yilinda yapilan ¢caligmada ise arayiizey polimerizasyonu ile elde
edilen naylon membranlara sigir karaciger arginazi enkapsiile edilmistir ve hem
serbest hem de immobilize enzim i¢in optimum pH degerinin 10,0 oldugu

gorilmiistiir.

3.5.7. pH kararhh@

CA/PVP ve CA/PVP/Mn*? nanofiber membranlar iizerine immobilize edilen arginaz
enziminin ve serbest arginaz enziminin pH kararliligini belirleyebilmek amaciyla

immobilize nanofiberler pH 3,0-11,0 araliginda hazirlanan tamponlar igerisinde 1 saat
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inkiibe edildi. Inkiibe edilen immobilize nanofiberlerin aktivite tayinleri sonucunda pH
kararliliklarinin grafigi Sekil 3.39.’da verildi.
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Sekil 3.39. CA/PVP ve CA/PVP/Mn*? nanofiberlere arginaz immobilizasyonu sonrasinda pH
kararhlik egrileri
Her iki nanofiber membran tasiyiciya da immobilizasyon isleminden sonra hem asidik
hem de bazik bolgelerde serbest enzime gore dnemli derecede pH kararliligi gosterdi.
Ozellikle asidik kosullarda her iki nanofiber membran tasiyicida serbest enzime gore
daha alkali mikrogevre sundugu i¢in daha yiiksek aktivite gosterdi. CA negatif yiikli
ylizeylere sahip oldugu i¢in immobilize enzim i¢in daha alkali mikrogevre sunar ve
asirt asidik ortamlarda tampon goérevi gordiigli sOylenebilir. Arginaz immobilize
CA/PVP/Mn*2 nanofiberler aym1 pH kosullarinda CA/PVP nanofiber membranlara
gore daha diisiik aktivite gosterdi. Bunun nedeni ise yapidaki Mn*? iyonlarmin CA
yapisindaki ve PVP yapisindaki pH degisimlerine kars1 tampon gorevi gorebilecek
gruplar ile selat olusturmasi olabilir. Sonug olarak immobilize enzim ¢ok asidik ve ¢ok
bazik kosullarda tagiyicinin sahip oldugu avantajli yapisindan dolay1 denatiire olmadan

aktivitesini onemli dl¢iide korudugu gortildii.

Yapilan bir ¢alismada si8ir karacigerinden saflastirilan arginaz enzimi poliakrilamit
destek {izerine immobilize edilmis, yapilan pH kararlilig1 deneyleri sonucunda serbest
enzim igin optimum deger 7,5 iken bu deger immobilize enzim i¢in ¢ok az bir artig
gostererek 8,0 olarak bulunmustur (Dala ve Szajani, 1994). Veronese vd. (1988)

tarafindan yapilan ¢alismada arginaz enzimi poli hidroksietilmetil akrilat iizerine
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immobilize edilmis ve pH kararlilig1 deneylerinde serbest enzim i¢in optimum deger

8,0 iken immobilize enzim i¢in bu degerin 5,0-9,0 araliginda oldugu bulunmustur.

3.5.8. Termal kararhhk

Termal kararlilik enzimlerin aktivitelerinde rol oynayan en 6nemli faktorlerden biridir.
Enzimlerin genis sicakliklik araliklarinda uzun siire aktivitelerini korumalari
endiistriyel uygulamalarda kullanilmalarina olanak saglar. Immobilizasyon sonrasinda
enzimlerin ii¢ boyutlu yapisinda degisiklikler meydana gelebilir ve bunun sonucunda

enzimlerin termal kararlilig1 degisiklik gosterebilir.

CA/PVP ve CA/PVP/Mn*? nanofiber membranlar iizerine immobilize edilen arginaz
enziminin ve serbest arginaz enziminin termal kararliligini belirlemek i¢in farkli (4,
30, 37, 40, 45, 50, 60, 70, 80°C) sicakliklardaki su banyolarinda 1 saat inkiibe

edildikten sonra aktivite 6l¢timleri yapildi ve sonuglar Sekil 3.40.”da verildi.
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Sekil 3.40. CA/PVP ve CA/PVP/Mn*? nanofiberlere arginaz immobilizasyonu sonrasinda termal
kararhhk grafigi

Grafik incelendiginde arginaz immobilize CA/PVP ve CA/PVP/Mn*? nanofiber

membranlarin ¢alisilan tiim sicakliklarda serbest arginaz enzimine gore daha kararli

oldugu goriildii. Ozellikle 30, 37 ve 40°C’de hem CA/PVP hem de CA/PVP/Mn*2

nanofiber membranlar aktivitelerini tamamen korumuslardir. 80°C’de arginaz

immobilize CA/PVP/Mn*? nanofiberler aktivitelerinin %47’sini korudugu gézlendi.

Ayni sicaklikta arginaz immobilize CA/PVP nanofiber membranlar aktivitesinin
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%38’ini korurken serbest enzim ise aktivitesinin sadece %8’ini korudugu goriildi. Bu
durum immobilizasyon islemi sonrasinda nanofiber membranlar ile arginaz arasindaki
etkilesimlerin 6nemli bir konformasyonel degisiklige neden olmadigini ve nanofiber
membranlarin yapisinda bulunan CA ve PVP polimerlerinin ve Mn*? iyonlarinin
enzimin konformasyonel kararliligina 6nemli katki sagladigi seklinde yorumlanabilir.
Ozellikle nanofiber membranlarda bulunan CA {izerindeki hidroksil gruplarinin suda
0zel bir sekilde yapilanabilme 6zellikleri sayesinde her iki membrana ilave kararlilik
kazandirmistir. Ayrica CA/PVP/Mn*? nanofiber membranlarin ¢alisilan her sicaklikta
daha kararli olmasinin en énemli nedeni yapisinda bulunan Mn*? iyonlarinin enzim ile
selat yapabilmesi nedeniyle yapiya ilave kararlilik kazandirmasi ve enzimin
denatiirasyonunu engellemesi olabilir. Ayni zamanda immobilizasyon islemi
sonrasinda kararliliktaki artis, nanofiber membran tasiyici ile enzim arasinda olusan
kararli baglarin kirilmasi i¢in gereken enerjinin c¢ok yiiksek olmasindan da
kaynaklanabilir. Ayrica, membranlarin 6zellikle yiiksek sicakliklarda ortamdaki 1sinin
siddetini {izerine alarak olmasi gereken sicakligin siddetini enzimin {iizerine

yansitmasina engel olarak, enzimin denature olmasini engellemesiyle agiklanabilir.

Turras (2008) tarafindan yapilan ¢alismada Bacillus Subtillis’den elde edilen arginaz
enzimi Sepabeads EC-HFA, bloke edilmis Sepabeads EC-HFA, Sepabeads EC-EP ve
Eupergit C 250 L olmak iizere 4 farkli epoksi desteklere immobilize edilmistir.
60°C’de yapilan termal kararlilik deneyleri sonucunda 3 saat sonunda serbest eznim
aktivitesinin %50’sinden fazlasin1 kaybederken, Sepabeads EC-HFA, bloke edilmis
Sepabeads EC-HFA ve Eupergit C 250 L 2 saat sonunda aktivitelerinin %50’sini
kaybetmistir. Immobilize Sepabeads EC-EP ise 6 saat sonunda aktivitesinin %6011
korumustur. Baska bir c¢alismada poliakrilamit destek iizerine arginaz
immobilizasyonu gerceklestirilmis ve 40, 60 ve 70°C’de immobilize enzim i¢in termal
kararlilik deneyleri yapilmigtir. 40°C’de immobilize enzim 120 dakika sonunda
aktivitesini korumay1 basarirken, 60°C’de 60 dakika sonunda aktivitesinin %80’ini
kaybederken, 70°C ise 30 dakika sonunda tiim aktivitesini kaybetmistir (Dala ve
Szajani, 1994). Veronese vd. (1988) tarafindan yapilan ¢alismada arginaz enzimi poli
hidroksietilmetil akrilat iizerine immobilize edilmis ve hem serbest enzim hem de
immobilize enzim 30 dakika boyunca 20-100°C araliginda tutularak termal kararlilik
profilleri incelenmigstir. Serbest enzim 20-45°C araliginda aktivitesinin tamamini

korurken, 45°C iizerindeki sicakliklarda aktivite kaybetmeye baslamistir ve 65°C’de
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aktivitesinin %50’sini kaybetmistir. Immobilize enzim ise 25-75°C araliginda
aktivitesinin tamamini korurken 75°C’nin tizerindeki sicakliklarda hizla aktivitesini
kaybetmistir. Yapilan diger bir ¢alismada ise rekombinant insan arginaz-l enzimi ve
kitosan parcaciklara immobilize edilmis enzim i¢in 40, 50 ve 60°C’de termal kararlilik
deneyleri yapilmistir. Serbest enzim 40°C’de 225 dakika sonunda aktivitesinin
%20’sini kaybederken immobilize enzim ise sadece %10 unu kaybetmistir. 50°C’de
Serbest enzim 25 dakika sonra aktivitesinin %50’sini kaybederken immobilize enzin
ise 225 dakika sonunda aktivitesinin %50’sini kaybetmistir. 60°C’de ise serbest enzim
%30 aktivite gosterirken immobilize enzim 60 dakika sonunda aktivitesinin %40’ 1
korumay1 basarmistir (Zhang vd., 2015). Li vd. (2014) tarafindan yapilan ¢aligmada
ise arginaz-l ve selilloz mikrokiirelere immobilize arginaz-1 i¢in yapilan termal
kararlilik ¢alismalarinda 60°C’de serbest enzim 2 saat sonunda %13,5 aktivite
gosterirken immobilize enzim 30 dakika sonunda aktivitesinin tamamini kaybetmistir
ve yiiksek sicakliklarda hem serbest enzim hem de immobilize enzimin kararh
olmadig1 gozlenmistir. 40°C’de ise hem serbest enzim hem de immobilize enzim 4
saat sonunda aktivitelerinin %90’mn1 korumayi1 basarmistir. Yine ayni calismada
37°C’de 15 saat sonra serbest enzim aktivesinin %50’sini korurken immobilize enzim
%10 aktivite gostermistir. 20°C’de 25 saat sonunda serbest enzim yaklasik %40
aktivite gosterirken immobilize enzim %30 aktivite gostermistir. 4°C’de ise 25 saat
sonunda hem serbest hem de immobilize enzim aktivitesinin tamamini korumustur.
Grady ve Joyce (1980) tarafindan yapilan c¢alismada hem serbest arginaz hem de
araylizey polimerizasyonu ile elde edilen naylona enkapsiile edilen arginaz 4-80°C
araliginda 15 dakika boyunca inkiibe edilmis ve ardindan termal kararlilik profilleri
cikarilmigtir. Serbest enzim maksimum aktivitesini 37°C’de immobilize enzim ise
45°C’de yapilan inkiibasyon islemi sonrasinda gostermislerdir. Serbest enzim sadece
4°C’de ve 20°C’de immobilize enzime gore daha yiiksek aktivite gosterirken calisilan

diger tiim sicakliklarda ise immobilize enzim daha ytiksek aktivite gdstermistir.

3.5.9. Kinetik parametreler

Immobilizasyon islemi sonrasinda enzimin ii¢ boyutlu yapisinda meydana gelen
degisimler, sterik etkiler, enzimin mikrogevresinde meydana gelen degisiklikler ve
difiizyon etkileri gibi nedenlerden dolayr enzimlerin kinetik davranislarinda

degisiklikler gozlenebilir. Arginaz immobilizasyonu sonrasinda meydana gelen bu
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degisimleri gozlemlemek icin hazirlanan immobilize CA/PVP ve CA/PVP/Mn*2
nanofiber membranlarin kinetik davranislari, 5-50 mM araliginda L-arginin
kullanilarak Lineweaver-Burk yaklagimi ile belirlendi. Lineweaver-Burk grafigi Sekil
3.41.°de, Km Ve Vmax degerleri ise Cizelge 3.9.’da verildi.
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Sekil 3.41. Arginaz immobilize CA/PVP ve CA/PVP/Mn*? nanofiberlere ait Lineweaver-Burk
grafigi

Cizelge 3.9. Serbest ve immobilize arginaz enzim sistemlerinin kinetik parametreleri

Tasiyici Kmn (MM) Vmax (umol iire/dk)?
Serbest arginaz 1,06 50,25

CA/PVP 1,19 37,74
CA/PVP/Mn*? 1,18 41,32

Serbest enzimle karsilastirildiginda her iki immobilize nanofiber membranin Kn
degerlerinde kiiciik de olsa bir artig, bununla beraber Vmax degerlerinde ise azalma
gozlendi. immobilize enzimin Km degerindeki bu kiigiik de olsa meydana gelen artis,
enzimin substrata olan ilgisinde yani afinitesindeki azalis1 ifade etmektedir.
Immobilizasyon sonrasi substrati baglayan enzimin konformasyonel esnekliginde
azalma, tasiyicidan kaynaklanan sterik engeller ve difiizyon kisitlamasi gibi
nedenlerden dolay1 bu azalma meydana gelmis olabilir. Arginaz immobilize CA/PVP
ve CA/PVP/Mn*2 nanofiber membranlarin Ky degerlerinin ayni1 oranda artt1g1, Vmax
degerinin ise CA/PVP nanofiber membranlarinda daha fazla azaldig1 goriildi. Her iki
immobilize nanofiber membranin substrata olan ilgilerinin ayni oldugu fakat
CA/PVP/Mn*2 nanofiber membranlarin reaksiyonu daha hizl katalizledigi sonucuna

varilabilir. Hizdaki bu fark arginaz aktivitesi icin gerekli olan CA/PVP/Mn*2yapisinda
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bulunan Mn*? iyonlarinin reaksiyonda aktivitdr olarak gorev aldig1 yéniinde

yorumlanabilir.

Literatiirde yapilan arginaz immobilizasyonu ¢alismalarinda immobilizasyon sonrasi
Km degerinde artisin gozlendigi ¢alismalar mevcuttur. Yapilan bir ¢alismada araytlizey
polimerizasyonu ile elde edilen naylon membranlara arginaz enzimi enkapsiile
edilmistir ve Km degerinin serbest enzime gore 10x10° M’dan 18,5x10° M’a arttig1
gozlenmistir (Grady ve Joyce, 1980). Yapilan baska bir calismada arginaz enzimi poli
hidroksi etil akrilat {izerine immobilize edilmis ve Kn degerinin serbest enzime gore
3,8x10° M’dan 4,4x10° M’a arttig1 bulunmustur (Veronese vd., 1989). Dala ve
Szajani (1994) tarafindan yapilan calismada serbest enzim igin Kn degeri 3,6x102 M
iken poliakrilamit destek tizerine immobilize arginaz enzimi igin ise yaklasik 10 kat
artarak 3,7x10 M olarak gozlenmistir. Literatiirde yer alan bir baska calismada ise
Penicillium chrysogenum’dan elde edilen arginaz enzimi polietilen glikole immobilize
edimis ve Km degerinin serbest enzime gore bir hayli artarak 4,8 mM’dan 15,2 mM’a
artt1g1, Vmax degerinin ise 21,7 U/mg/dk’dan 14,08 U/mg/dk’ya azaldig1 raporlanmistir
(El-Sayed vd., 2014). Unissa vd. (2017) tarafindan yapilan bir calismada ise
Idiomarina sediminium H1695’ten saflastirilmis 1-arginaz enzimi poli etilen glikol
tizerine immobilize edilmis ve immobilize enzimin Kn, degerinin serbest enzime gore
bir miktar artarak 2,44 mM oldugu ve Vmax degerinin ise 169,49 U/mL/dk oldugu
belirtilmistir.

3.5.10. Tekrar kullanilabilirlik

Immobilizasyon isleminin en énemli avantajlaridan biride tekrar kullanilabilirliktir.
Serbest enzimler endiistriyel uygulamalarda tek bir kez kullanilabilirken immobilize

enzimler tekrar tekrar kullanilabilirler.

Sekil 3.42. incelendiginde arginaz immobilize CA/PVP nanofiber membranlar 9
kullanim sonucunda aktivitesi %50’nin altina diiserken arginaz immobilize
CA/PVP/Mn*2 nanofiber membranlarin aktivitesi ise 12 kullanim sonrast %50’nin
altma diisdiigii goriildi. Bu sonug¢ Mn*? iyonlarmin arginaz molekiillerinin
membranlara immobilizasyonunda baglanma noktalarindan biri olarak kullanildig1 ve
immobilizasyon islemi sonrasinda enzime ilave kararlilik kazandirdigi seklinde

yorumlanabilir.
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Sekil 3.42. CA/PVP ve CA/PVP/Mn*? nanofiberlere arginaz immobilizasyonu sonrasinda tekrar
Kullanim grafigi
Literatiirde yapilan arginaz immobilizasyonu calismalar1 incelendiginde sadece iki
calismada tekrar kullanilabilirlik {izerine ¢aligmalar yapildigr goriilmistiir. Bu
calismalardan Li vd. (2014) tarafindan yapilan calismada arginaz-1 seliiloz
mikrokiirelere immobilize edilmis ve 5 kullanim boyunca aktivitesinin tamamini, 7
kullanim sonrasi ise %83,4’linli korudugu goriilmiistiir. Yapilan bir diger ¢aligmada
ise E.coli hiicreleri kullanilarak tasarlanmis buz ¢ekirdeklenme proteinleri {izerine
insan arginaz I enzimi immobilize edilmis ve 40 ve 60°C’de olmak tizere iki farklh
sicaklikta tekrar kullanilabilirlik calismalart yapilmistir. 40°C’de 5 kullanim
sonrasinda aktivitesinin %50’den fazlasini kaybettigi, 60°C’de ise 3 kullanim sonrasi

aktivitesinin %50’den fazlasini kaybettigi goriilmiistiir (Zhang vd., 2016).

Arginaz immobilize CA/PVP nanofiberlerin SEM goriintiileri Sekil 3.43.’de verildi.
Sekil 3.1.’de verilen CA/PVP nanofiberlerin SEM goriintiileri ile karsilastirildiginda
immobilizasyon sonrasinda nanofiberlerin yapilarini tam olarak koruyamadiklari,
yapilarinin degistigi ve ortalama ¢aplarinin 300-452 nm civarinda oldugu goriildii.
Literatiirde belirtildigi gibi immobilizasyon islemi sonras1 nanofiberlerin yapilarinin
bozulmasinin nedeni enzim molkeiillerini nanofiber membrana immobilize etmek i¢in
capraz baglayic1 ajanlarin kullanilmasidir (Song vd., 2012; Pesaran vd., 2015).
Enzimin ¢apraz baglayict kullanilarak nanofibere immobilize edilmesi sonucu

nanofiber yapisinda degisiklik meydana gelebilir. Ayrica Sekil 3.43.’de incelendiginde

arginaz enziminin fiberler iizerine immobilize oldugu goriildi.
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Sekil 3.43. Arginaz immobilize CA/PVP nanofiberlerin SEM goriintiileri: (a) x1000 (b) x10,000
() 20,000 (d) x35,000 biiyiitmelerle
9 tekrar kullanim sonrasinda arginaz immobilize CA/PVP nanofiberlerin SEM
goriintiileri ise Sekil 3.44.’de verildi. Sekil 3.44. incelendiginde 9 tekrar kullanim
sonucu hem Sekil 3.1. hem de Sekil 3.43.’de verilen yapilara gore daha daginik bir
yapida oldugu gozlendi. Tekrar kullanim islemi sonrasinda CA/PVP nanofiber yapilari
morfolojilerini kademeli olarak kaybettigi ve bunun sonucunda toplam yiizey alaninin
azaldig1 soylenebilir. Tekrar kullanim sonrasi nanofiberlerin yapilarinda meydana
gelen degisiklikler immobilize durumdaki enzimin denatiirasyonuna veya
desorpsiyonuna neden oldugu i¢in immobilize arginaz enziminin etkinliginde azalma
goriilmiis olabilir. Bunun disinda nanofiber yapisinin bozulmasinda bir diger 6nemli
etki arginaz enziminin aktive tayininin ikinci asamasinda fiberlerin 100°C’ye maruz
kalmalari ile birlikte nanoliflerin birbirine yapismasi ile agiklanabilir. Bu etkilerin
sonucu olarak 9 tekrar kullanim sonrasi arginaz immobilize CA/PVP nanofiberlerin
yapilarinin bozuldugu ve ortalama gaplarinin artarak 838-894 nm civarinda oldugu

goriildii.
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Sekil 3.44. 9 tekrar kullanim sonrasi arginaz immobilize CA/PVP nanofiberlerin SEM
goriintiileri: (a) x1000 (b) x10,000 (c) x20,000 (d) x35,000 biiyiitmelerle
Arginaz immobilize CA/PVP/Mn*? nanofiberlerin SEM gériintiileri Sekil 3.45.’de
verildi. Sekil 3.2.°de verilen CA/PVP/Mn*? nanofiberlerin SEM gériintiileri ile
karsilastirildiginda immobilizasyon sonrasinda nanofiberlerin yapilarini kismen de
olsa korudugu, yapilarinin degismedigi ve ortalama ¢aplarinin 452-542 nm civarinda
oldugu goriildii. Literatiirde immobilizasyon islemi sonrast nanofiberlerin yapilarinin
korundugu ¢aligmalar mevcuttur (Ispirli Dogag vd., 2017). Sekil 3.45. incelendiginde
arginaz enziminin fiberlerin hem yiizeylerine hem de i¢ kisimlarina immobilize oldugu
gozlendi. CA/PVP nanofiberlerin aksine enzim fiberlerin i¢ kisimlarinada girerek
immobilize olmustur. Bu durumun nedeni Sekil 3.1.’de verilen CA/PVP nanfiberlerin
ve Sekil 3.2.°de verilen CA/PVP/Mn*? nanofiberleri i¢in verilen SEM goriintiileri
incelendiginde goriilmektedir. CA/PVP nanofiberlerinin ortalama ¢aplar1 127-151 nm
arasinda iken CA/PVP/Mn*2 nanofiberlerinin ortalama caplar1 ise 343-423 nm
arasindadir. CA/PVP nanofiberlerinin ¢aplar1 daha kii¢iik oldugu icin enzim
molekiilleri bu fiberlerin i¢ kisimlarina girememis ve fiberlerin yiizeylerine

immobilize olmus olabilir.
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Sekil 3.45. Arginaz immobilize CA/PVP/Mn*? nanofiberlerin SEM gériintiileri: (a) x1000 (b)
X7,500 (c) x20,000 (d) x35,000 biiyiitmelerle
12 tekrar kullanim sonrasinda arginaz immobilize CA/PVP/Mn*? nanofiberlerin SEM
gortntiileri ise Sekil 3.46.’da verildi. Sekil 3.46. incelendiginde 12 tekrar kullanim
sonucu hem Sekil 3.2. hem de Sekil 3.45.de verilen yapilara gore kismen de olsa
yapinin korundugu ve ortalama c¢aplarini 356-451 nm civarinda oldugu gozlendi.
Tekrar kullanim islemi sonrasinda CA/PVP/Mn*? nanofiber yapilar1 morfolojilerini
kademeli olarak kaybettigi ve bu da toplam yiizey alanin1 azalmasina neden oldugu
sOylenebilir. Tekrar kullanim sonrasi nanofiberlerin yapilarinda meydana gelen
degisiklikler immobilize durumdaki enzimin denatiirasyonuna veya desorpsiyonuna
neden oldugu i¢in immobilize arginaz enziminin etkinliginde azalma goriilmiis

olabilir.

Tekrar kullanim sonrast CA/PVP ve CA/PVP/Mn*? nanofiberlerinin yapilari
incelendiginde CA/PVP/Mn*? nanofiberlerinin yapilarmin daha iyi korundugu
goriilmektedir. Bu durum CA/PVP/Mn*? nanofiberlerinin yapisinda bulunan hem
enzim aktivitesine hem de yapinin kararliligina olumlu etki eden mangan varlig: ile

agilanabilir.
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Sekil 3.46. 12 tekrar kullanim sonrasi arginaz immobilize CA/PVP nanofiberlerin SEM
goriintiileri: (a) x1000 (b) x7,500 (c) x20,000 (d) x35,000 biiyiitmelerle

3.6. PVA/CH ve PVA/CH/Mn*2 Nanofiberlere Arginaz Immobilizasyonunun
Optimizasyonu ve Karakterizasyon Calismalari

Optimum kosullarda sentezlenen PVA/CH ve PVA/CH/Mn*2 nanofiberlere arginaz
enzimi, adsorpsiyon ve c¢apraz baglama yontemleri kullanilarak immobilize edildi.
Optimizasyon parametreleri olarak arginaz miktari, nanofiber miktari, adsorpsiyon
stiresi ve ¢apraz baglayici miktar1 ¢alisildi. Karakterizasyon kisminda ise optimum
sicaklik, optimum pH, pH kararliligi, termal kararlilik, kinetik parametreler ve tekrar

kullanilabilirlik parametreleri incelendi.

3.6.1. Arginaz miktari

PVA/CH ve PVA/CH/Mn*? nanofiberlere arginaz immobilizasyonunda optimum
enzim mikarmi belirlemek i¢in 0,25; 0,5; 0,75; 1; 2 ve 4 U/mL miktarlarinda arginaz
enzimi kullanildi. Hem arginaz immobilize PVA/CH hem de arginaz immobilize
PVA/CH/Mn*? nanofiberler icin aktivite tayini yapildi. Farkli derisimlere karsi
spesifik aktivite grafigi ¢izildi. Sekil 3.47.’deki sonuglara gore arginaz immobilize
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PVA/CH nanofiberleri i¢in optimum enzim miktar1 1 U/mL, PVA/CH/Mn*?
nanofiberleri i¢in ise 0,75 U/mL olarak belirlendi.
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Sekil 3.47. PVA/CH ve PVA/CH/Mn*2 nanofiberlerine arginaz immobilizasyonu icin optimum
enzim miktariin belirlenmesi
Her iki nanofiber i¢in de optimum arginaz miktarinin tizerindeki miktarlarda spesifik
aktivite giderek azalmaktadir. Bunun en 6nemli nedeni ortamdaki tastyici miktarinin
yetersiz olmasi olabilir. Ayrica ortamdaki arginaz molekiilleri tasiyici ylizeyine

baglanmasi sirasinda multi adsorpsiyon gerceklesmis olabilir.

Arginaz immobilize PVA/CH/Mn*? nanofiberler i¢in optimum enzim derisimi
PVA/CH nanofiberlere gére daha diisiik bulundu. PVA/CH/Mn*? nanofiberlerin
yapisinda bulunan Mn*2 iyonlari, optimum enzim miktarmnin altindaki miktarlarda
birim Mn*? basina diisen enzim miktar1 az oldugu igin, enzim aktivite gostermemis
olabilir. Optimum enzim miktarinin tlizerindeki derisimlerde ise enzim miktari
artmasina ragmen Mn*2 miktar1 sabittir. Bu nedenle enzimin aktivite kazanabilmesi

icin gerekli olan Mn*2 miktar1 ortamda bulunmadigi igin aktivite diismiis olabilir.

3.6.2. Nanofiber miktar

PVA/CH ve PVA/CH/Mn*? nanofiberlere arginaz immobilizasyonunda optimum
tasiyict miktarint belirlemek i¢in 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5 ve 15 mg nanofiber
immobilizasyon isleminde kullanildi. Hem arginaz immobilize PVA/CH hem de

arginaz immobilize PVA/CH/Mn*? nanofiberler icin aktivite tayini yapildi. Tastyic
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miktaria karst spesifik aktivite grafigi ¢izildi. Sekil 3.48.’deki sonuglara gére hem
PVA/CH hem de PVA/CH/Mn*? arginaz immobilize nanofiberler igin optimum

tastyic1 miktar1 12,5 mg olarak bulundu.
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Sekil 3.48. PVA/CH ve PVA/CH/Mn*2 nanofiberlerine arginaz immobilizasyonu icin optimum
nanofiber miktarinin belirlenmesi
Optimum tastyict miktarinin altindaki miktarlarda, ortamda yeterli fiber bulunmadig:
icin enzim molekiillerinin tamami immobilize olamamis olabilir. Optimum tasiyici
miktariin ustiindeki miktarlarda ise; fiber miktariin fazla olmasi immobilize edilen
enzim ile substrat arasinda gerceklesmesi gereken etkilesime sterik olarak engel olmus

olabilir.

3.6.3. Adsorpsiyon siiresi

PVA/CH ve PVA/CH/Mn*? nanofiberlere arginaz immobilizasyonunda oncelikle
adsorpsiyon daha sonra ¢apraz baglama yontemleri kullanildi. Enzim miktari, tagiyici
miktar1 ve c¢apraz baglayict miktar1 sabit tutularak optimum adsorpsiyon siiresini
belirlemek icin 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 dakika siire ile adsorpsiyon islemi
gerceklestirildi. Aktivite Olglimiiniin ardindan elde edilen veriler yardimiyla
adsorpsiyon siiresine karsi spesifik aktivite grafigi cizildi. Sekil 3.49.’daki sonuglara
gore arginaz immobilize PVA/CH nanofiberleri i¢in adsorpsiyon siiresi 25 dakika,

PVA/CH /Mn*2 nanofiberleri icin ise 15 dakika olarak bulundu.
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Sekil 3.49. PVA/CH ve PVA/CH/Mn*2 nanofiberlerine arginaz immobilizasyonu i¢in optimum
adsorpsiyon siiresinin belirlenmesi
PV A/CH nanofiberlerin yiizeyi 25. dakikada, PVA/CH/Mn*2 nanofiberlerin yiizeyi ise
15. dakikada arginaz enzimi molekiilleri bakimindan doygunluga ulastigi ve bu
siirelerden sonra immobilize enzim molekiillerinin desorbe olmaya bagladigi
sdylenebilir. Ayrica PVA/CH/Mn*2 nanofiberlerin yapisinda bulunan ve arginaz
enziminin aktivitesi icin gerekli olan Mn*? iyonlar1 enzimin fibere olan ilgisini
koordinasyon nedeniyle etkilemis ve daha kisa siirede ve daha etkili bir
immobilizasyon isleminin gergeklesmesine neden olmus olabilir. Bunun yaninda Mn*2
iyonlariin koordinasyon kabiliyeti nedeniyle ilave baglar yapmak suretiyle
grafiktende anlagilacagr {izere enzimin desorpsiyonunun kademeli olarak
gerceklesmesini saglamistir. Bu nedenle, PVA/CH nanofiber i¢in bunu sdylemek

miimkiin degildir.

3.6.4. Capraz baglayic1 miktari

Optimum glutaraldehit miktarin1 belirlemek igin enzim miktari, tasiyict miktari ve
adsorpsiyon siiresi sabit tutularak %1, %2, %3, %4 ve %5 glutaraldehit miktarlarinda
immobilizasyon islemi gerceklestirildi. Aktivite Ol¢iimiiniin ardindan elde edilen
veriler yardimiyla capraz baglayict miktarina kars1 spesifik aktivite grafigi cizildi.
Sekil 3.50.’deki sonuclara gore arginaz immobilize PVA/CH nanofiberleri i¢in
optimum glutaraldehit miktar1 %4, PVA/CH /Mn*? nanofiberleri igin ise %3 olarak

bulundu.
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Sekil 3.50. PVA/CH ve PVA/CH/Mn*2 nanofiberlerine arginaz enzimi immobilizasyonu i¢in
optimum glutaraldehit derisiminin belirlenmesi
Optimum GA miktarinin altindaki degerlerde, ortamdaki GA miktar1 enzim
molekiillerinin nanofiberlere immobilize olmasi i¢in yetersiz gelmis olabilir. Optimum
GA miktarinin lizerindeki degerlerde ise, ortamdaki GA miktarinin enzim
molekiillerinin aktif merkezini etkilemesi ile birlikte enzim yapisinda konformasyonel

degisiklikler meydana gelmis olabilir.

Zhang vd. tarafindan yapilan bir ¢alismada rekombinant insan arginaz-l1 enzimi
glutaraldehit kullanilarak kitosan pargaciklara immobilize edilmistir. Bu ¢alismada
glutaraldehit derisimi %0,5-2,5 olacak sekilde ¢alisilmistir ve g¢apraz baglayici
derigimi arttikga goreceli aktivitenin arttigi sonucuna varilmistir (Zhang vd., 2015).
Yapilan bir bagka calismada ise arginaz-l selilloz mikrokiirelere glutaraldehit
kullanilarak immobilize edilmistir. Glutaraldehit derisimi 0,3; 0,5; 0,8 ve 1,0 mM
olacak sekilde deneyler yapilmis ve ¢apraz baglayici derisimi arttikca aktivitenin

azaldig1 gozlenmistir (Li vd., 2014).

3.6.5. Optimum sicakhik

PVA/CH ve PVA/CH/Mn*? nanofiber membranlara immobilize edilen arginaz enzimi
aktivitesinin sicaklikla degisimini belirlemek ve serbest arginaz ile karsilagtirabilmek
icin aktivite sicakligr 20-70°C araliginda degistirilerek aktivite tayini yapildi. Sekil

3.51.de goriildiigii gibi serbest enzim i¢in optimum sicaklik degeri 35°C iken bu deger

154



arginaz immobilize PVA/CH igin 40-45°C arasinda iken arginaz immobilize
PVA/CH/Mn*? icin ise 40-50°C arasindadir.
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Sekil 3.51. PVA/CH ve PVA/CH/Mn*2 nanofiberlere arginaz immobilizasyonu sonrasinda
optimum sicaklik egrileri
Grafik incelendiginde serbest arginaz aktivitesi optimum sicakliktan diisiik ve ytliksek
degerlerde azalirken, arginaz immobilize PVA/CH ve PVA/CH/Mn*? nanofiber
membranlarin  sicaklik profili daha genis bir alana yayildigr goériildi. Bu,
immobilizasyon islemi sonrasi nanofiber membranlar ile arginaz arasindaki
etkilesimlerin 6nemli bir konformasyonel degisiklige neden olmadigin1 ve nanofiber
membranlarin yapisinda bulunan PVA ve CH polimerlerinin ve Mn*? iyonlarinin
enzimin konformasyonel kararliligina onemli katki sagladigini gosterdi. Ayrica
arginaz immobilize PVA/CH/Mn*? nanofiber membranlar immobilize PVA/CH
nanofiber membranlara gore tiim sicakliklarda daha yiiksek aktivite gosterdigi

*2nin degisen sicaklik ile

goriildi. Bu durumda arginaz aktivitesi i¢in gerekli Mn
olusan 1s1 degisimlerine kars1i membran yapilarini daha direngli bir hale getirdigini
soylemek miimkiindiir. Her iki immobilize nanofiber membranda 20-65°C arasinda en
fazla %30 aktivite kayb1 gosterdiler. Sadece arginaz immobilize PVA/CH nanofiber
membran1 70°C’de aktivitisinin %46’sin1 kaybetti. Her iki nanofiber membranin
sicaklik degisimlerine kars1 gdstermis olduklar1 bu direng; yapilarinda bulunan ve
termal kararhilik ozelligi ile dikkat ¢eken PVA polimerinden kaynaklandigi

distiniilmektedir.
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Yapilan bir ¢alismada si8ir karacigerinden saflastirilan arginaz enzimi poliakrilamit
destek iizerine immobilize edilmis, serbest enzim ve immobilize enzim i¢in optimum
sicaklik sirastyla 40°C ve 60°C olarak bulunmustur (Dala ve Szajani, 1994). Unissa
vd. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada ise PVA-sodyum alginat boncuk hazirlanmis
ve bu boncuk bakteri hiicrelerini ¢ogaltilacagi besi ortamina ilave edilerek Idiomarina
sediminum’un immobilizasyonu saglanmistir. Daha sonra immobilize edilmis
bakteriden arginaz enzimi saflastirilmis ve PVA-sodyum alginat boncuklar iizerine
immobilize arginaz i¢in optimum sicaklik 35°C olarak bulunmustur. Unissa vd. (2017)
tarafindan yapilan bir baska c¢alismada ise Idiomarina sediminium H1695ten
saflagtirilmig 1-arginaz enzimi poli etilen glikol {izerine immobilize edilmis ve serbest
enzim i¢in optimum sicaklik degeri 37°C iken bu deger immobilize enzim i¢in ¢ok az
bir artis gostererek 38°C olmustur. Bir bagka ¢alismada ise insan arginaz I enzimi
glimiis nanopartikiiller {izerine immobilize edilmis ve hem serbest hem de immobilize
enzim i¢in optimum sicaklik 60°C olarak bulunmustur (Stasyuk vd., 2011). Diger bir
calisma da E.coli hiicreleri kullanilarak tasarlanmis buz ¢ekirdeklenme proteinleri
lizerine insan arginaz I enzimi immobilize edilmis ve immobilize enzim i¢in optimum
sicaklik 60°C olarak bulunmustur (Zhang vd., 2016). Rekombinant insan arginaz-I
enzimi bir bagka ¢aligmada kitosan pargaciklara immobilize edilmis ve hem serbest
enzim hem de immobilize enzim i¢in optimum sicaklik 40°C olarak bulunmustur
(Zhang vd., 2015). Li vd. (2014) tarafindan yapilan ¢aligmada arginaz-1 seliiloz
mikrokiirelere immobilize edilmis ve immobilize enzim i¢in optimum sicaklik 60°C

olarak bulunmustur.

3.6.6. Optimum pH

PVA/CH ve PVA/CH/Mn*? nanofiber membranlara immobilize edilen arginaz enzimi
aktivitesinin pH ile degisimini belirlemek ve serbest arginaz ile karsilastirabilmek igin
aktivite ortamimn pH’1 3,0-12,0 araliginda degistirilerek aktivite dlgtimleri yapildi ve
Sekil 3.52.”de verildi.

Grafik incelediginde serbest enzimin optimum pH 10,0 iken, bu deger arginaz
immobilize PVA/CH i¢in 9,0-10,0 araliginda ve PVA/CH/Mn*? nanofiber membranlar
icin ise 9,0 olarak bulundu. Serbest enzim 6zellikle asir1 asidik ve bazik kosullarda

yaklagik %10 civarinda aktivitide gosterirken, arginaz immobilize PVA/CH ve
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PVA/CH/Mn*2 nanofiber membranlarin ise aktivitelerini sirasiyla %45 ve %32
civarinda korudugu goriildii. Immobilizasyon islemi sonrasinda nanofiber membranin
yapisinda bulunan fonksiyonel gruplarin varligi aktivitenin diisiik ve yiliksek pH
degerlerinde korunmasini saglar. Optimum pH’daki asidik bolgeye kayma membran
yapisinda bulunan CH’den kaynaklanmaktadir. CH dogal bir polimer olup ayni
zamanda polikatyonik bir polimerdir. Polikatyonlar serbest enzime gore immobilize
enzimler i¢in daha alkali mikrogevre sunduklar1 i¢in optimum pH degerinin daha
asidik olmasini saglarlar. Ayrica hem PVA’nin hem de CH’nin yapisinda bulunan -
OH gruplar yiiksek bazik ortamlarda enzime sagladigi mikrogevrenin tampon etkisi
gostermesi nedeniyle koruma gorevi gordiigii sdylenebilir. Ayrica CH’nin yapisinda
bulunan ve alkali ortamda -NH2 formunda, asidik ortamnda -NH3* formunda bulunan
gruplar, ortamin pH degisimlerine karsi tampon etkisi gdsterdigi i¢in enzimin
mikrogevresinine koruma sagladigi sdylenebilir. Serbest enzimin daha az aktivite
gosterdigi pH ortamlarinda immobilize nanofiber membranlarin daha yiiksek aktivite
gostermesi bu ortamlarda pH degisikligine karsi immobilize enzimin direngli

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 3.52. PVA/CH ve PVA/CH/Mn*2 nanofiberlere arginaz immobilizasyonu sonrasinda
optimum pH egrileri
Arginaz immobilize PVA/CH nanofiber membranlar immobilize PVA/CH/Mn*?
nanofiber membranlara gore tim pH degerlerinde daha yiiksek aktivite gosterdigi
goriildi. Bu durumda arginaz aktivitesi igin gerekli Mn*? iyonlarinmn, enzim

molekiillerinin yaninda, PVA’nin ve CH’nin yapisinda bulunan ve pH degisimlerine
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kars1 tampon gorevi goren -OH ve -NH2 gruplan ile selat olusturdugu ve bdylece

mikrogevrenin tampon etkisinin azaldig1 séylenebilir.

Yapilan bir ¢calismada si1gir karacigeri arginaz enzimi poli hidroksi etil akrilat tizerine
immobilize edilmis ve serbest enzim i¢in optimum pH degeri 10,0, immobilize enzim
i¢in ise 9,5-10,5 araliginda bulunmustur (Veronese vd., 1989). Dala ve Szajani (1994)
tarafindan yapilan calismada serbest arginaz i¢in optimum pH 11,0 iken, poliakrilamit
destek tizerine immobilize arginaz enzimi i¢in ise 9,5 olarak bulunmustur. Unissa vd.
(2015) tarafindan yapilan ¢alismada ise PVA-sodyum alginat boncuk hazirlanmis ve
bu boncuk bakteri hiicrelerinin ¢ogaltilacagi besi ortamina ilave edilerek Idiomarina
sediminum’un immobilizasyonu saglanmistir. Daha sonra immobilize edilmis
bakteriden arginaz enzimi saflastirilmis ve PVA-sodyum alginat boncuklar {izerine
immobilize arginaz i¢in optimum pH 8,0 olarak bulunmustur. Unissa vd. (2017)
tarafindan yapilan bir baska c¢alismada ise Idiomarina sediminium H1695ten
saflastirilmig 1-arginaz enzimi poli etilen glikol {izerine immobilize edilmis ve serbest
enzim igin optimum pH 7,0 iken bu deger immobilize enzim igin ¢ok az bir artig
gostererek 7,5 olmustur. Bir bagka caligmada ise insan arginaz [ enzimi giimiis
nanopartikiiller {izerine immobilize edilmis ve hem serbest hem de immobilize enzim
icin optimum pH 8,0 olarak bulunmustur (Stasyuk vd., 2011). Diger bir ¢aligma da
E.coli hiicreleri kullanilarak tasarlanmis buz ¢ekirdeklenme proteinleri tizerine insan
arginaz I enzimi immobilize edilmis ve immobilize enzim i¢in optimum pH 10,0
olarak bulunmustur (Zhang vd., 2016). Rekombinant insan arginaz-| enzimi bir bagka
calismada kitosan pargaciklara immobilize edilmis ve hem serbest enzim hem de
immobilize enzim i¢in optimum pH 10,0 olarak bulunmustur (Zhang vd., 2015). Li vd.
(2014) tarafindan yapilan caligmada arginaz-l seliiloz mikrokiirelere immobilize
edilmis ve immobilize enzim i¢in optimum pH degeri 7,0-11,0 araliginda bulunmustur.
Grady ve Joyce (1980) tarafindan yapilan ¢alismada ise arayiizey polimerizasyonu ile
elde edilen naylon membranlara sigir karaciger arginazi enkapsiile edilmistir ve hem
serbest hem de immobilize enzim i¢in optimum pH degerinin 10,0 oldugu

gOriilmiistiir.

158



3.6.7. pH kararhhg

PVA/CH ve PVA/CH/Mn*? nanofiber membranlar iizerine immobilize edilen arginaz
enziminin ve serbest arginaz enziminin pH kararliligimi belirleyebilmek amaciyla
immobilize nanofiberler pH 3,0-11,0 araliginda hazirlanan tamponlar igerisinde 1 saat
inkiibe edildi. inkiibe edilen immobilize nanofiberlerin aktivite tayinleri sonucunda pH

kararliliklarinin grafigi Sekil 3.53.”de verildi.
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Sekil 3.53. PVA/CH ve PVA/CH/Mn*2 nanofiberlere arginaz immobilizasyonu sonrasinda pH
kararhlik egrileri

Her iki nanofiber membran tasiyiciya da immobilizasyon islemininden sonra hem
asidik hem de bazik bolgelerde enzimin pH kararliliginin serbest enzime gore dnemli
derecede artis gosterdigi goriildii. Bunun nedeni nanofiber membranlarin yapisinda
bulunan amino ve hidroksil gruplarinin enzimin etrafin1 ¢evreleyerek korumasidir.
Hem PVA’nin hem de CH’nin yapisinda bulunan -OH gruplari hem asidik hem de
bazik ortamlarda, CH’nin yapisinda bulunan -NHs" gruplari ise bazik ortamlarda
enzime sagladigr mikrogevrenin tampon etkisi géstermesi nedeniyle pH degisimlerine
kars1 koruma gorevi gordiigii sdylenebilir.

Arginaz immobilize PVA/CH/Mn*? nanofiberler aym1 pH kosullarinda PVA/CH
nanofiber membranlara gore daha diisiik aktivite gosterdigi gortildii. Bunun nedeni ise
yapidaki Mn*2 iyonlarinin PVA ve CH yapisindaki pH degisimlerine kars1 tampon
gorevi gorebilecek gruplar olan -OH ve -NH: ile pH degerlerine bagl olarak selat

olusturmasi olabilir.
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Yapilan bir ¢alismada si8ir karacigerinden saflastirilan arginaz enzimi poliakrilamit
destek lizerine immobilize edilmis, yapilan pH kararlilig1 deneyleri sonucunda serbest
enzim i¢in optimum deger 7,5 iken bu deger immobilize enzim i¢in ¢ok az bir artis
gostererek 8,0 olarak bulunmustur (Dala ve Szajani, 1994). Veronese vd. (1988)
tarafindan yapilan calismada arginaz enzimi poli hidroksietilmetil akrilat iizerine
immobilize edilmis ve pH kararlilig1 deneylerinde serbest enzim i¢in optimum deger

8,0 iken immobilize enzim i¢in bu degerin 5,0-9,0 araliginda oldugu bulunmustur.

3.6.8. Termal kararhhk

PVA/CH ve PVA/CH/Mn*? nanofiber membranlar iizerine immobilize edilen arginaz
enziminin ve serbest arginaz enziminin termal kararliligin1 belirlemek i¢in farkli (4,
30, 37, 40, 45, 50, 60, 70, 80°C) sicakliklardaki su banyolarinda 1 saat inkiibe

edildikten sonra aktivite 6l¢timleri yapildi ve sonuglar Sekil 3.54.’de verildi.
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Sekil 3.54. PVA/CH ve PVA/CH/Mn*2 nanofiberlere arginaz immobilizasyonu sonrasinda
termal kararhlik grafigi
Grafik incelendiginde arginaz immobilize PVA/CH ve PVA/CH/Mn*2 nanofiber
membranlarin ¢alisilan tiim sicakliklarda serbest arginaz enzimine gore daha kararli
oldugu goriilmektedir. Arginaz immobilize PVA/CH ve PVA/CH/Mn*2 nanofiber
membranlarim 30, 37, 45 ve 50°C’de aktivitelerinin %100’inii korudugu
goriilmektedir. Calisilan tiim sicakliklarda arginaz immobilize PVA/CH/Mn*?

nanofiber membranlar aktivitelerinin %350’sinden fazlasin1 korurken, arginaz
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immobilize PVA/CH nanofiber membranlar sadece 80°C’de aktivitesi %50°nin altina
diismektedir. Bu durum immobilizasyon islemi sonrasinda nanofiber membranlar ile
arginaz arasindaki etkilesimlerin O6nemli bir konformasyonel degisiklige neden
olmadigini ve nanofiber membranlarin yapisinda bulunan PVA ve CH polimerlerinin
ve Mn*? iyonlarmin enzimin konformasyonel kararliligina énemli katki sagladigim
gostermektedir. Ozellikle nanofiber membranlarda bulunan PVA ve CH iizerindeki
hidroksil gruplarinin suda 6zel bir sekilde yapilanabilme 6zellikleri sayesinde her iki
membrana ilave kararlilik kazandirmistir. Ayrica PVA/CH/Mn*?  nanofiber
membranlarin ¢alisilan her sicaklikta daha kararli olmasmin en Onemli nedeni
yapisinda bulunan Mn*2 iyonlarinin enzim molekiilleri ile selat yapabilmesi nedeniyle
daha kararl1 bir yap1 olusturmasi enzimin denatiirasyonunu engellemis olabilir. Ayni
zamanda immobilizasyon islemi sonrasinda kararliliktaki artig, nanofiber membran
tagtyici ile enzim arasinda olusan kararli baglarin kirilmasi igin gereken enerjinin ¢ok
yiiksek olmasindan da kaynaklanabilir. Buna ek olarak membranlarin 6zellikle yiiksek
sicakliklarda ortamdaki isinin siddetini iizerine alarak olmasi gereken sicakligin
siddetini enzim {lizerine yansimasina engel olarak enzimin denature olmasini

engellenmesiyle aciklanabilir.

Turras (2008) tarafindan yapilan ¢alismada Bacillus Subtillis’den elde edilen arginaz
enzimi Sepabeads EC-HFA, bloke edilmis Sepabeads EC-HFA, Sepabeads EC-EP ve
Eupergit C 250 L olmak tizere 4 farkli epoksi destege immobilize edilmistir. 60°C’de
yapilan termal kararlilik deneyleri sonucunda 3 saat sonunda serbest enzim
aktivitesinin %50’sinden fazlasin1 kaybederken, Sepabeads EC-HFA, bloke edilmis
Sepabeads EC-HFA ve Eupergit C 250 L 2 saat sonunda aktivitelerinin %50’sini
kaybetmistir. Immobilize Sepabeads EC-EP ise 6 saat sonunda aktivitesinin %601
korumustur. Baska bir c¢alismada poliakrilamit destek iizerine arginaz
immobilizasyonu gergeklestirilmis ve 40, 60 ve 70°C’de immobilize enzim i¢in termal
kararlilik deneyleri yapilmigtir. 40°C’de immobilize enzim 120 dakika sonunda
aktivitesini korumay1 basarirken, 60°C’de 60 dakika sonunda aktivitesinin %80’ini
kaybederken, 70°C ise 30 dakika sonunda tiim aktivitesini kaybetmistir (Dala ve
Szajani, 1994). Veronese vd. (1988) tarafindan yapilan ¢alismada arginaz enzimi poli
hidroksietilmetil akrilat iizerine immobilize edilmis ve hem serbest enzim hem de
immobilize enzim 30 dakika boyunca 20-100°C araliginda tutularak termal kararlilik

profilleri incelenmistir. Serbest enzim 20-45°C araliginda aktivitesinin tamamini
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korurken 45°C tizerindeki sicakliklarda aktivite kaybetmeye baglamistir ve 65°C’de
aktivitesinin %50’sini kaybetmistir. Immobilize enzim ise 25-75°C araliginda
aktivitesinin tamamini1 korurken 75°C’nin {izerindeki sicakliklarda hizla aktivitesini
kaybetmistir. Yapilan diger bir ¢alismada ise rekombinant insan arginaz-1 enzimi ve
kitosan parcaciklara immobilize edilmis enzim i¢in 40, 50 ve 60°C’de termal kararlilik
deneyleri yapilmistir. Serbest enzim 40°C’de 225 dakika sonunda aktivitesinin
%20’sin1 kaybederken immobilize enzim ise sadece %10 unu kaybetmistir. 50°C’de
Serbest enzim 25 dakika sonra aktivitesinin %50’sini kaybederken immobilize enzim
ise 225 dakika sonunda aktivitesinin %50’sini kaybetmistir. 60°C’de ise serbest enzim
%30 aktivite gosterirken immobilize enzim 60 dakika sonunda aktivitesinin %40’ 11
korumayi basarmistir (Zhang vd., 2015). Li vd. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada
ise arginaz-l ve selilloz mikrokiirelere immobilize arginaz-1 i¢in yapilan termal
kararlilik ¢alismalarinda 60°C’de serbest enzim 2 saat sonunda %13,5 aktivite
gosterirken immobilize enzim 30 dakika sonunda aktivitesinin tamamini kaybetmistir
ve yiiksek sicakliklarda hem serbest enzim hem de immobilize enzimin kararh
olmadig1 gozlenmistir. 40°C’de ise hem serbest enzim hem de immobilize enzim 4
saat sonunda aktivitelerinin %90’1in1 korumayi1 basarmistir. Yine ayni calismada
37°C’de 15 saat sonra serbest enzim aktivesinin %50’sini korurken immobilize enzim
%10 aktivite gostermistir. 20°C’de 25 saat sonunda serbest enzim yaklasik %40
aktivite gosterirken immobilize enzim %30 aktivite gostermistir. 4°C’de ise 25 saat
sonunda hem serbest hem de immobilize enzim aktivitesinin tamamini korumustur.
Grady ve Joyce (1980) tarafindan yapilan c¢alismada hem serbest arginaz hem de
arayiizey polimerizasyonu ile elde edilen naylona enkapsiile edilen arginaz 4-80°C
araliginda 15 dakika boyunca inkiibe edilmis ve ardindan termal kararlilik profilleri
cikarilmigtir. Serbest enzim maksimum aktivitesini 37°C’de immobilize enzim ise
45°C’de yapilan inkiibasyon islemi sonrasinda gostermistir. Serbest enzim sadece
4°C’de ve 20°C’de immobilize enzime gore daha yiiksek aktivite gosterirken calisilan

diger tiim sicakliklarda ise immobilize enzim daha yiiksek aktivite gostermistir.

3.6.9. Kinetik parametreler

Immobilizasyon islemi sonrasinda enzimin ii¢ boyutlu yapisinda meydana gelen
degisimler, sterik etkiler, enzimin mikrogevresinde meydana gelen degisiklikler ve

difiizyon etkileri gibi nedenlerden dolayr enzimlerin kinetik davranislarinda
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degisiklikler gozlenebilir. Arginaz immobilizasyonu sonrasinda meydana gelen bu
degisimleri gdzlemlemek icin hazirlanan immobilize PVA/CH ve PVA/CH/Mn*?
nanofiber membranlarin kinetik davraniglari, 5-50 mM araliginda L-arginin
kullanilarak Lineweaver-Burk yaklagimi ile belirlendi. Lineweaver-Burk grafigi Sekil
3.55.°de, Km Ve Vmax degerleri ise Cizelge 3.10.’da verildi.
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Sekil 3.55. Arginaz immobilize PVA/CH ve PVA/CH/Mn*? nanofiberlere ait Lineweaver-Burk
grafigi

Cizelge 3.10. Serbest ve immobilize arginaz enzim sistemlerinin kinetik parametreleri

Tasiyic Km (mM) Vmax (pmol iire/dk)™
Serbest arginaz 1,06 50,25

PVA/CH 1,11 38,92
PVA/CH/Mn*? 1,14 47,85

Serbest enzimle karsilastirildiginda her iki immobilize nanofiber membranin Kn
degerlerinde ¢ok kiiciik de olsa bir artig, bununla beraber Vmax degerlerinde ise azalma
gozlendi. Immobilize enzimin Km degerindeki bu ¢ok kiigiik de olsa meydana gelen
artis, enzimin substrata olan ilgisinde yani afinitesindeki azalis1 ifade etmektedir. Bu
azalmanin nedenleri immobilizasyon sonrasi substratt baglayan enzimin
konformasyonel esnekliginde azalma, tasiyicidan kaynaklanan sterik engeller ve
difiizyon kisitlamasi olabilir. Arginaz immobilize PVA/CH ve PVA/CH/Mn*?
nanofiber membranlarin Km degerlerinin hemen hemen ayni oranda arttigi, Vmax
degerinin ise PVA/CH nanofiber membranlarinda daha fazla azaldig: goriildii. Her iki
immobilize nanofiber membranin substrata olan ilgilerinin ayni oranda azaldig: fakat

PVA/CH/Mn*? nanofiber membranlarin reaksiyonu daha hizli katalizledigi sonucuna
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varilabilir. Hizdaki bu fark arginaz aktivitesi igin gerekli olan PVA/CH/Mn*2
yapisinda bulunan Mn*2 iyonlarmin immobilizasyon sonrasi enzimin aktivitesine

olumlu yonde etki ettigi seklinde yorumlanabilir.

Literatiirde yapilan arginaz immobilizasyonu ¢alismalarinda immobilizasyon sonrasi
Km degerinde artisin gozlendigi calismalar mevcuttur. Yapilan bir calismada araylizey
polimerizasyonu ile elde edilen naylon membranlara arginaz enzimi enkapsiile
edilmistir ve Km degerinin serbest enzime gére 10x1073 M’dan 18,5x107° M’a arttig1
gozlenmistir (Grady ve Joyce, 1980). Yapilan baska bir caligmada arginaz enzimi poli
hidroksi etil akrilat {izerine immobilize edilmis ve Km degerinin serbest enzime gore
3,8x10° M’dan 4,4x10° M’a arttig1 bulunmustur (Veronese vd., 1989). Dala ve
Szajani (1994) tarafindan yapilan calismada serbest enzim i¢in Km degeri 3,6x102 M
iken poliakrilamit destek tizerine immobilize arginaz enzimi igin ise yaklasik 10 kat
artarak 3,7x10 M olarak gozlenmistir. Literatiirde yer alan bir baska calismada ise
Penicillium chrysogenum’dan elde edilen arginaz enzimi polietilen glikole immobilize
edimis ve Km degerinin serbest enzime gore bir hayli artarak 4,8 mM’dan 15,2 mM’a
artt1g1, Vmax degerinin ise 21,7 U/mg/dk’dan 14,08 U/mg/dk’ya azaldig1 raporlanmistir
(El-Sayed vd., 2014). Unissa vd. (2017) tarafindan yapilan bir calismada ise
Idiomarina sediminium H1695’ten saflastirilmis 1-arginaz enzimi poli etilen glikol
tizerine immobilize edilmis ve immobilize enzimin Ky, degerinin serbest enzime goére
bir miktar artarak 2,44 mM oldugu ve Vmax degerinin ise 169,49 U/mL/dk oldugu
belirtilmistir.

3.6.10. Tekrar kullanilabilirlik

Sekil 3.56. incelendiginde arginaz immobilize PVA/CH nanofiber membranlar 13
kullanim sonucunda aktivitesi %50’nin altina diiserken arginaz immobilize
PVA/CH/Mn*? nanofiber membranlarin aktivitesi ise 17 kullanim sonrast %50’nin
altina  diistiigii goriildi. Bu sonu¢ Mn*? iyonlarmin arginaz molekiillerinin
membranlara immobilizasyonunda baglanma noktalarindan biri olarak kullanildig1 ve
immobilizasyon islemi sonrasinda enzime ilave kararlilik kazandirdigim

gostermektedir.
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Sekil 3.60. PYA/CH ve PVA/CH/Mn*2 nanofiberlere arginaz immobilizasyonu sonrasinda
tekrar kullanim grafigi
Literatiirde yapilan arginaz immobilizasyonu calismalar1 incelendiginde sadece iki
calismada tekrar kullanilabilirlik {izerine ¢aligmalar yapildigr goriilmistiir. Bu
calismalardan Li vd. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada arginaz-1 seliiloz
mikrokiirelere immobilize edilmis ve 5 kullanim boyunca aktivitesinin tamamini, 7
kullanim sonrasi ise %83,4’linli korudugu goriilmiistiir. Yapilan bir diger ¢aligmada
ise E.coli hiicreleri kullanilarak tasarlanmis buz ¢ekirdeklenme proteinleri {izerine
insan arginaz | enzimi immobilize edilmis ve 40 ve 60°C’de olmak fizere iki farkli
sicaklikta tekrar kullanilabilirlik calismalart yapilmistir. 40°C’de 5 kullanim
sonrasinda aktivitesinin %50°den fazlasini kaybettigi, 60°C’de ise 3 kullanim sonrasi

aktivitesinin %350’den fazlasini kaybettigi goriilmiistiir (Zhang vd., 2016).

Arginaz immobilize PVA/CH nanofiberlerin SEM goriintiileri Sekil 3.57.’de verildi.
Sekil 3.9.°da verilen capraz baglama islemi sonrast PVA/CH nanofiberlerin SEM
goriintiileri ile karsilastinlldiginda immobilizasyon sonrasinda nanofiberlerin
yapilarinda az da olsa degisiklikler oldugu, yapimin kismen de olsa korundugu
ortalama caplarinin bir miktar artarak 367-431 nm civarinda oldugu gorildii.
Literatiirde belirtildigi gibi immobilizasyon islemi sonras1 nanofiberlerin yapilarinin
degismesinin nedeni enzim molekiillerini nanofiber membrana immobilize etmek i¢in
capraz baglayic1 ajanlarin kullanilmasidir (Song vd., 2012; Pesaran vd., 2015).
Enzimin c¢apraz baglayic1 kullanilarak nanofibere immobilize edilmesi sonucu

nanofiber yapisinda degisiklik meydana gelebilir. Ayrica Sekil 3.57. incelendiginde
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immobilizasyon islemi sonrasinda arginaz enziminin hem yapinin yiizeyine hem de
fiber yiizeyine immobilize oldugu goriildii. Immobilizasyon islemi sonras1 fiber
ylizeylerine tutunan enzim molekiilleri nedeniyle fiber yiizeyleri piiriizlii bir sekil

almstir.

Sekil 3.57. Arginaz immobilize PVA/CH nanofiberlerin SEM gériintiileri: (a) x1,000 (b) x5,000
(c) x10,000 (d) x35,000 biiyiitmelerle
13 tekrar kullanim sonrasinda arginaz immobilize PVA/CH nanofiberlerin SEM
goriintiileri ise Sekil 3.58.’de verildi. Sekil 3.58. incelendiginde 13 tekrar kullanim
sonucu hem Sekil 3.9. hem de Sekil 3.57.’de verilen yapilara gore yapida bariz bir
degisiklik gozlenmedi. Ama yinede tekrar kullanim islemi sonrasinda PVA/CH
nanofiber yapilari morfolojilerini kademeli olarak kismende olsa kaybettigi ve bunun
da toplam yiizey alanimi azalttigi goriildii. Tekrar kullanim sonrasi nanofiberlerin
yapilarinda meydana gelen degisiklikler immobilize durumdaki enzimin
denatlirasyonuna veya desorpsiyonuna neden oldugu i¢in immobilize arginaz
enziminin etkinliginde azalma goriilmiis olabilir. 13 tekrar kullanim sonrasi arginaz
immobilize PVA/CH nanofiberlerin yapilarinin degismedigi ve ortalama ¢aplarinin

349-375 nm civarinda oldugu goriildii.
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Sekil 3.58. 13 tekrar kullanim sonrasi arginaz immobilize PVA/CH nanofiberlerin SEM
goriintiileri: (a) x1,000 (b) x10,000 (c) x20,000 (d) x35,000 biiyiitmelerle
Arginaz immobilize PVA/CH/Mn*2 nanofiberlerin SEM gériintiileri Sekil 3.59.’da
verildi. Sekil 3.11.’de verilen PVA/CH/Mn*? nanofiberlerin SEM goriintiileri ile
karsilastirildiginda immobilizasyon sonrasinda nanofiberlerin yapilarinin degismedigi
ve ortalama c¢aplarinin 285-341 nm civarinda oldugu goriildii. Literatiirde
immobilizasyon islemi sonrasi nanofiberlerin yapilarinin korundugu c¢alismalar
mevcuttur  (Ispirli Doga¢ vd., 2017). Ayrica Sekil 3.59. incelendiginde
immobilizasyon iglemi sonrasinda arginaz enziminin hem yapinin yilizeyine hem de
fiber yiizeyine immobilize oldugu gériildii. immobilizasyon islemi sonrasi fiber
ylizeylerine tutunan enzim molekiilleri nedeniyle fiber ylizeyleri piiriizli bir sekil

almistir.
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Sekil 3.59. Arginaz immobilize PVA/CH/Mn*2 nanofiberlerin SEM gériintiileri: (a) x1,000 (b)
x10,000 (c) x20,000 (d) x35,000 biiyiitmelerle
17 tekrar kullanim sonrasinda arginaz immobilize PVA/CH/Mn*? nanofiberlerin SEM
gortntiileri ise Sekil 3.60.’da verildi. Sekil 3.60. incelendiginde 17 tekrar kullanim
sonucu hem Sekil 3.11. hem de Sekil 3.59.’da verilen yapilara gore yapida bariz bir
degisiklik gozlenmedi. Ama yinede tekrar kullanim islemi sonrasinda PVA/CH/Mn™*2
nanofiber yapilar1 morfolojilerini kademeli olarak kismende olsa kaybettigi ve bunun
da toplam yiizey alanmi azalttigi goriildii. Tekrar kullanim sonrasi nanofiberlerin
yapilarinda meydana gelen degisiklikler immobilize durumdaki enzimin
denatlirasyonuna veya desorpsiyonuna neden oldugu i¢in immobilize arginaz
enziminin etkinliginde azalma goriilmiis olabilir. 17 tekrar kullanim sonras1 arginaz
immobilize PVA/CH nanofiberlerin yapilarinin genel olarak degismedigi ve ortalama

caplariin bir miktar artarak 396-447 nm civarinda oldugu goriildii.
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Sekil 3.60. 17 tekrar kullanim sonrasi arginaz immobilize PVA/CH/Mn*? nanofiberlerin SEM
goriintiileri: (a) x1,000 (b) x10,000 (c) x20,000 (d) x35,000 biiyiitmelerle

3.7. PCL/CH ve PCL/CH/Mn*2 Nanofiberlere Arginaz Immobilizasyonunun
Optimizasyonu ve Karakterizasyonu Calismalari

Optimum kosullarda sentezlenen PCL/CH ve PCL/CH/Mn*? nanofiberlere arginaz
enzimi, adsorpsiyon ve capraz baglama yontemleri kullanilarak immobilize edildi.
Optimizasyon parametreleri olarak arginaz miktari, nanofiber miktari, adsropsiyon
stiresi ve ¢apraz baglayici miktar1 ¢alisildi. Karakterizasyon kisminda ise optimum
sicaklik, optimum pH, pH kararliligi, termal kararlilik, kinetik parametreler ve tekrar

kullanilabilirlik parametreleri incelendi.

3.7.1. Arginaz miktari

PCL/CH ve PCL/CH/Mn*? nanofiberlere arginaz immobilizasyonunda optimum
enzim miktarini belirlemek i¢in 0,25; 0,5; 0,75; 1; 2 ve 4 U/mL miktarlarinda arginaz
enzimi kullanildi. Hem arginaz immobilize PCL/CH hem de arginaz immobilize
PCL/CH/Mn*?nanofiberler icin aktivite tayini yapildi. Farkli derisimlere kars1 spesifik
aktivite grafigi ¢izildi. Sekil 3.61.’deki sonuglara gore arginaz immobilize PCL/CH
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nanofiberleri i¢in optimum enzim miktar1 2 U/mL, PCL/CH/Mn*? nanofiberleri igin

ise 1 U/mL olarak bulundu.
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Sekil 3.61. PCL/CH ve PCL/CH/Mn*? nanofiberlerine arginaz immobilizasyonu i¢in optimum
enzim miktarmin belirlenmesi
Her iki nanofiber i¢in de optimum arginaz miktarinin iizerindeki miktarlarda spesifik
aktivite giderek azalmaktadir. Bunun en 6nemli nedeni ortamdaki tastyici miktarinin
yetersiz olmasi olabilir. Ayrica ortamdaki arginaz molekiilleri tasiyict yiizeyine

baglanmasi sirasinda multi adsorpsiyon gerceklesmis olabilir.

Arginaz immobilize PCL/CH/Mn*? nanofiberler igin optimum enzim derisimi
PCL/CH nanofiberlere gére daha diisiik bulundu. PCL/CH/Mn*2 nanofiberlerin
yapisinda bulunan Mn*2 iyonlari, optimum enzim miktarmnin altindaki miktarlarda
birim Mn*? basina diisen enzim miktar1 az oldugu icin enzim aktivite gdstermemis
olabilir. Optimum enzim miktarinin {izerindeki derisimlerde ise enzim miktar
artmasina ragmen Mn*2 miktar1 sabittir. Bu nedenle enzimin aktivite kazanabilmesi

icin gerekli olan Mn*2 miktar1 ortamda bulunmadigi igin aktivite diismiis olabilir.

3.7.2. Nanofiber miktarn

PCL/CH ve PCL/CH/Mn*2 nanofiberlere arginaz immobilizasyonunda optimum
tasiyict miktarint belirlemek i¢in 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5 ve 15 mg nanofiber
immobilizasyon isleminde kullanildi. Hem arginaz immobilize PCL/CH hem de

arginaz immobilize PCL/CH/Mn*2 nanofiberler icin aktivite tayini yapildi. Tastyic
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miktarina karsi spesifik aktivite grafigi ¢izildi. Sekil 3.62.’deki sonuglara gore arginaz
immobilize PCL/CH nanofiberleri i¢in optimum tasiyict miktart 12,5 mg,
PCL/CH/Mn*? nanofiberleri i¢in ise 10 mg olarak bulundu.
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Sekil 3.62. PCL/CH ve PCL/CH/Mn*? nanofiberlerine arginaz immobilizasyonu i¢in optimum
nanofiber miktarmin belirlenmesi
Optimum tastyict miktarinin altindaki miktarlarda, ortamda yeterli fiber bulunmadigi
icin enzim molekiillerinin tamami immobilize olamamis olabilir. Optimum tasiyici
miktarinin Ustiindeki miktarlarda ise; fiber miktarinin fazla olmasi immobilize edilen
enzim ile subsrat arasinda gerceklesmesi gereken etkilesime sterik olarak engel olmus

olabilir.

3.7.3. Adsorpsiyon siiresi

PCL/CH ve PCL/CH/Mn*? nanofiberlere arginaz immobilizasyonunda o&ncelikle
adsorpsiyon daha sonra ¢apraz baglama yontemleri kullanildi. Enzim miktari, tasiyici
miktar1 ve c¢apraz baglayict miktar1 sabit tutularak optimum adsorpsiyon siiresini
belirlemek i¢in 5, 10, 15, 20, 25, 30 ve 35 dakika siire ile adsorpsiyon islemi
gerceklestirildi.  Aktivite Ol¢limiiniin ardindan elde edilen veriler yardimiyla
adsorpsiyon siiresine karsi spesifik aktivite grafigi ¢izildi. Sekil 3.63.’deki sonuglara
gore arginaz immobilize PCL/CH nanofiberleri i¢in adsorpsiyon siiresi 30 dakika,

PCL/CH /Mn*2 nanofiberleri i¢in ise 20 dakika olarak bulundu.
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Sekil 3.63. PCL/CH ve PCL/CH/Mn*2 nanofiberlerine arginaz immobilizasyonu i¢in optimum
adsorpsiyon siiresinin belirlenmesi
PCL/CH nanofiberlerin yiizeyi 30. dakikada, PCL/CH/Mn*? nanofiberlerin yiizeyi ise
20. dakikada arginaz enzimi molekiilleri bakimindan doygunluga ulastigi ve bu
stirelerden sonra immobilize enzim molekiillerinin desorbe olmaya basladig1 goriildii.
Ayrica PCL/CH/Mn*? nanofiberlerin yapisinda bulunan ve arginaz enziminin
aktivitesi icin gerekli olan Mn*?iyonlar1 enzimin fibere olan ilgisini etkiledigi ve daha
kisa siirede ve daha etkili bir immobilizasyon isleminin ger¢eklesmesine neden oldugu
sdylenebilir. Bunun yaninda Mn*2 iyonlarmin koordinasyon kabiliyeti nedeniyle ilave
baglar yapmak suretiyle grafiktende anlasilacagi lizere enzimin desorpsiyonunun
kademeli olarak gergeklesmesini saglamistir. Bu nedenle, PCL/CH nanofiber igin

bunu sdylemek miimkiin degildir.

3.7.4. Capraz baglayic1 miktar:

Optimum glutaraldehit miktarin1 belirlemek igin enzim miktari, tasiyict miktari ve
adsorpsiyon siiresi sabit tutularak %1, %2, %3, %4, %5 ve %6 glutaraldehit
miktarlarinda immobilizasyon islemi gerceklestirildi. Aktivite 6l¢limiiniin ardindan
elde edilen veriler yardimiyla ¢apraz baglayici miktarina karsi spesifik aktivite grafigi
cizildi. Sekil 3.64.’deki sonuglara gore arginaz immobilize PCL/CH nanofiberleri i¢in
optimum glutaraldehit miktar1 %5 iken PCL/CH /Mn*? nanofiberleri icin ise %3 tiir.
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Sekil 3.64. PCL/CH ve PCL/CH/Mn*2 nanofiberlerine arginaz enzimi immobilizasyonu icin
optimum glutaraldehit derisiminin belirlenmesi
Optimum GA miktarinin altindaki degerlerde, ortamdaki GA miktar1 enzim
molekiillerinin nanofiberlere immobilize olmasi i¢in yetersiz gelmis olabilir. Optimum
GA miktarinin lizerindeki degerlerde ise, ortamdaki GA miktarinin enzim
molekiillerinin aktif merkezini etkilemesi ile birlikte enzim yapisinda konformasyonel

degisiklikler meydana gelmis olabilir.

Zhang vd. (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada rekombinant insan arginaz-I enzimi
glutaraldehit kullanilarak kitosan pargaciklara immobilize edilmistir. Bu ¢alismada
glutaraldehit derisimi %0,5-2,5 olacak sekilde ¢alisilmistir ve g¢apraz baglayici
derisimi arttikca goreceli aktivitenin arttig1 sonucuna varilmistir. Yapilan bir baska
caligmada ise arginaz-l seliiloz mikrokiirelere glutaraldehit kullanilarak immobilize
edilmistir. Glutaraldehit derisimi 0,3; 0,5; 0,8 ve 1,0 mM olacak sekilde deneyler
yapilmis ve ¢apraz baglayici derisimi arttikga aktivitenin azaldigi gozlenmistir (Li vd.,
2014).

3.7.5. Optimum sicakhik

PCL/CH ve PCL/CH/Mn*2 nanofiber membranlara immobilize edilen arginaz enzimi
aktivitesinin sicaklikla degisimini belirlemek ve serbest arginaz ile karsilagtirabilmek

icin aktivite sicakligr 20-70°C araliginda degistirilerek aktivite tayini yapildi. Sekil
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3.65.’de goriildiigii gibi hem serbest enzim hem de arginaz immobilize PCL/CH ve
PCL/CH/Mn*? igin optimum sicaklik degeri 35°C olarak bulundu.
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Sekil 3.65. PCL/CH ve PCL/CH/Mn*? nanofiberlere arginaz immobilizasyonu sonrasinda
optimum sicaklik egrileri
Grafik incelendiginde hem serbest arginaz aktivitesi hem de arginaz immobilize
PCL/CH ve PCL/CH/Mn*2 nanofiber membranlarin aktiviteleri optimum sicakliktan
diisiik ve yiiksek degerlerde azaldigi goriildi. Enzim immobilizasyonundan sonra
PCL/CH ve PCL/CH/Mn*? nanofiber membranlarin optimum sicakliginda serbest
enzime gore herhangi bir degisim gozlenmezken optimum sicakligin altindaki
degerlerde immobilize enzim serbest enzime gore daha yiiksek aktivite gosterdi.
Optimum sicakligin {izerindeki sicakliklarda ise sadece 40°C’de PCL/CH/Mn*?
nanofiber membranlarin serbest enzime gore daha yiiksek aktivite gosterdigi
goriilmektedir. Optimum sicakligin tlizerindeki diger degerlerde ise her iki enzim
immobilize nanofiber membranda serbest enzime gore daha diisiik aktivite gosterdi.
Ozellikle 60°C’nin {izerindeki sicakliklarda arginaz immobilize PCL/CH/Mn*?
nanofiber membrani aktivitesinin sadece %30’unu korurken bu deger PCL/CH
nanofiber membran i¢in %24 tiir. Bu durumun en 6nemli nedeni her iki nanofiber
membranin yapisinda bulunan PCL’den kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ciinkii PCL
polimerinin erime noktas1 60°C’dir. Bu nedenle sicaklik arttik¢a her iki nanofiber
membranin yapist bozulmakta ve enzim ile tagiyict membran arasindaki etkilesimlerde
konformasyonel degisiklige neden olmaktadir. Ayrica, sicaklik artis1 ile ortamdaki

1s1y1 tolere edecek nanofiberlerin enzime sundugu mikrogevre yapist bozulmaktadir.
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Bu nedenlerden dolay1 sicaklik arttikga enzim immobilize nanofiber membranlarin
aktiviteleri azalmaktadir. Arginaz immobilize PCL/CH/Mn*? nanofiber membranlar
immobilize PCL/CH nanofiber membranlara gére tiim sicakliklarda daha yiiksek
aktivite gosterdigi gozlendi. Bu durumda arginaz aktivitesi igin gerekli Mn*?’nin
degisen sicaklik ile olusan 1s1 degisimlerine karst membran yapilarini daha direngli bir

hale getirdigini gostermektedir.

Yapilan bir ¢alismada sigir karacigerinden saflastirilan arginaz enzimi poliakrilamit
destek lizerine immobilize edilmis, serbest enzim ve immobilize enzim i¢in optimum
sicaklik sirasiyla 40°C ve 60°C olarak bulunmustur (Dala ve Szajani, 1994). Unissa
vd. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada ise PVA-sodyum alginat boncuk hazirlanmig
ve bu boncuk bakteri hiicrelerinin ¢ogaltilacagi besi ortamina ilave edilerek
Idiomarina sediminum’un immobilizasyonu saglanmistir. Daha sonra immobilize
edilmis bakteriden arginaz enzimi saflastiritlmis ve PVA-sodyum alginat boncuklar
lizerine immobilize arginaz i¢in optimum sicaklik 35°C olarak bulunmustur. Unissa
vd. (2017) tarafindan yapilan bir baska g¢alismada ise ldiomarina sediminium
H1695’ten saflastirilmis I-arginaz enzimi poli etilen glikol tizerine immobilize edilmis
ve serbest enzim i¢in optimum sicaklik degeri 37°C iken bu deger immobilize enzim
icin ¢ok az bir artis gostererek 38°C olmustur. Bir bagka ¢alismada ise insan arginaz [
enzimi giimiis nanopartikiiller lizerine immobilize edilmis ve hem serbest hem de
immobilize enzim i¢in optimum sicaklik 60°C olarak bulunmustur (Stasyuk vd.,
2011). Diger bir calisma da E.coli hiicreleri kullanilarak tasarlanmig buz
cekirdeklenme proteinleri lizerine insan arginaz I enzimi immobilize edilmis ve
immobilize enzim i¢in optimum sicaklik 60°C olarak bulunmustur (Zhang vd., 2016).
Rekombinant insan arginaz-l enzimi bir baska calismada kitosan pargaciklara
immobilize edilmis ve hem serbest enzim hem de immobilize enzim igin optimum
sicaklik 40°C olarak bulunmustur (Zhang vd., 2015). Li vd. (2014) tarafindan yapilan
calismada arginaz-l seliiloz mikrokiirelere immobilize edilmis ve immobilize enzim

i¢in optimum sicaklik 60°C olarak bulunmustur.

3.7.6. Optimum pH

PCL/CH ve PCL/CH/Mn*2 nanofiber membranlara immobilize edilen arginaz enzimi

aktivitesinin pH ile degisimini belirlemek ve serbest arginaz ile karsilastirabilmek igin
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aktivite ortaminin pH’1 3,0-12,0 araliginda degistirilerek aktivite lgiimleri yapildi ve
Sekil 3.66.’da verildi.
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Sekil 3.66. PCL/CH ve PCL/CH/Mn*? nanofiberlere arginaz immobilizasyonu sonrasinda
optimum pH egrileri
Grafik incelediginde hem serbest enzim hem de arginaz immobilize PCL/CH ve
PCL/CH/Mn*2 nanofiber membranlar i¢in optimum pH degeri 10,0 olarak bulundu.
Serbest enzim oOzellikle asir1 asidik ve bazik kosullarda yaklasik %10 civarinda
aktivitide gosterirken arginaz immobilize PCL/CH ve PCL/CH/Mn*? nanofiber
membranlar ise aktivitelerini asir1 bazik ortamda sirasiyla %34 ve %25 civarinda, asiri
asidik ortamda ise swrastyla %48 ve %28 civarinda koruduklarn goriildi.
Immobilizasyon islemi sonrasinda nanofiber membranin yapisinda bulunan
fonksiyonel gruplarin varligir aktivitenin diisik ve yiiksek pH degerlerinde
korunmasimi saglamistir. Optimum pH’mn altindaki ve iizerindeki pH degerlerinde
immobilize nanofiber membranlarin serbest enzime gore daha yiiksek aktivite
gdtermesinin nedeni membran yapisinda bulunan CH’den kaynaklanmaktadir. CH
dogal bir polimer olup ayn1 zamanda polikatyonik bir polimerdir. Polikatyonlar serbest
enzime gore immobilize enzimler i¢in daha alkali mikrogevre sunduklari igin asidik
pH degerlerinde tampon gorevi goriirler. Ayrica CH’nin yapisinda bulunan -OH
gruplar1 ve -NH; gruplar yiiksek bazik ortamlarda, -NH3* gruplari ise yiiksek asidik
ortamlarda enzime sagladigi mikrogevrenin tampon etkisi gostermesi nedeniyle
koruma gorevi gordiigli soylenebilir. Serbest enzimin daha diistik aktivite gosterdigi

pH ortamlarinda immobilize nanofiber membranlarin daha yiiksek aktivite gdstermesi
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bu ortamlarda pH degisikligine karsi immobilize enzimin direngli oldugunu

gostermektedir.

Arginaz immobilize PCL/CH nanofiber membranlar immobilize PCL/CH/Mn*2
nanofiber membranlara gore tim pH degerlerinde daha yiiksek aktivite gosterdigi
goriildii. Bu durumda arginaz aktivitesi icin gerekli Mn*2 iyonlarmmn, enzim
molekiillerinin yaninda, CH’nin yapisinda bulunan ve pH degisimlerine karsi tampon
gorevi goren -OH ve -NH; gruplan ile selat olusturdugu ve bdylece mikrogevrenin

tampon etkisinin azaldig1 soylenebilir.

Yapilan bir ¢caligmada s181r karacigeri arginaz enzimi poli hidroksi etil akrilat izerine
immobilize edilmis ve serbest enzim igin optimum pH degeri 10,0, immobilize enzim
i¢in ise 9,5-10,5 araliginda bulunmustur (Veronese vd., 1989). Dala ve Szajani (1994)
tarafindan yapilan ¢alismada serbest arginaz i¢in optimum pH 11,0 iken, poliakrilamit
destek tizerine immobilize arginaz enzimi i¢in ise 9,5 olarak bulunmustur. Unissa vd.
(2015) tarafindan yapilan ¢alismada ise PVA-sodyum alginat boncuk hazirlanmis ve
bu boncuk bakteri hiicrelerinin gogaltilacagi besi ortamina ilave edilerek Idiomarina
sediminum’un immobilizasyonu saglanmigtir. Daha sonra immobilize edilmis
bakteriden arginaz enzimi saflagtirilmis ve PVA-sodyum alginat boncuklar izerine
immobilize arginaz i¢in optimum pH 8,0 olarak bulunmustur. Unissa vd. (2017)
tarafindan yapilan bir baska calismada ise Idiomarina sediminium H1695’ten
saflastirilmis 1-arginaz enzimi poli etilen glikol {izerine immobilize edilmis ve serbest
enzim igin optimum pH 7,0 iken bu deger immobilize enzim i¢in ¢ok az bir artig
gostererek 7,5 olmustur. Bir bagska c¢alismada ise insan arginaz I enzimi giimiis
nanopartikiiller lizerine immobilize edilmis ve hem serbest hem de immobilize enzim
icin optimum pH 8,0 olarak bulunmustur (Stasyuk vd., 2011). Diger bir ¢calisma da
E.coli hiicreleri kullanilarak tasarlanmis buz ¢ekirdeklenme proteinleri tizerine insan
arginaz | enzimi immobilize edilmis ve immobilize enzim i¢in optimum pH 10,0
olarak bulunmustur (Zhang vd., 2016). Rekombinant insan arginaz | enzimi bir bagka
calismada kitosan pargaciklara immobilize edilmis ve hem serbest enzim hem de
immobilize enzim i¢in optimum pH 10,0 olarak bulunmustur (Zhang vd., 2015). Li vd.
(2014) tarafindan yapilan ¢alismada arginaz | selilloz mikrokiirelere immobilize
edilmis ve immobilize enzim i¢in optimum pH degeri 7,0-11,0 araliginda bulunmustur.
Grady ve Joyce (1980) tarafindan yapilan ¢aligmada ise arayiizey polimerizasyonu ile
elde edilen naylon membranlara sigir karaciger arginazi enkapsiile edilmistir ve hem
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serbest hem de immobilize enzim i¢in optimum pH degerinin 10,0 oldugu

goriilmiistiir.

3.7.7. pH kararhhg

PCL/CH ve PCL/CH/Mn*? nanofiber membranlar iizerine immobilize edilen arginaz
enziminin ve serbest arginaz enziminin pH kararliligini belirleyebilmek amaciyla
immobilize nanofiberler pH 3,0-11,0 araliginda hazirlanan tamponlar igerisinde 1 saat
inkiibbe edildi. Inkiibe edilen enzimlerin aktivite tayinleri sonucunda pH

kararliliklarinin grafigi Sekil 3.67.’de verildi.
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Sekil 3.67. PCL/CH ve PCL/CH/Mn*? nanofiberlere arginaz immobilizasyonu sonrasinda pH
kararhlik egrileri

Her iki nanofiber membran tasiyiciya da immobilizasyon islemininden sonra hem
asidik hem de bazik bolgelerde enzimin pH kararliliginin serbest enzime gore daha
yuksek oldugu goriildii. Bunun nedeni nanofiber membranlarin yapisinda bulunan
amino, hidroksil ve karbonil gruplarmin enzimin etrafin1 gevreleyerek korumasidir.
CH’nin yapisinda bulunan -OH gruplart ve -NH: gruplar1 ytliksek bazik ortamlarda,
CH’nin yapisinda bulunan -NHs* gruplari ve PCL’nin yapisinda bulunan -C=0
gruplar ise yiiksek asidik ortamlarda enzime sagladigr mikrogevrenin tampon etkisi
gostermesi nedeniyle pH degisimlerine karsi koruma gorevi gordiigii sylenebilir.

Arginaz immobilize PCL/CH/Mn*2 nanofiberlerin aym1 pH kosullarinda PCL/CH

nanofiber membranlara gore daha diisiik aktivite gosterdigi gortildii. Bunun nedeni ise
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yapidaki Mn*? iyonlarinin PCL ve CH yapisindaki pH degisimlerine karsi tampon
gorevi gorebilecek gruplar olan -C=0, -OH ve -NH> ile selat olusturmasi olabilir.

Yapilan bir ¢alismada sigir karacigerinden saflastirilan arginaz enzimi poliakrilamit
destek iizerine immobilize edilmis, yapilan pH kararliligi deneyleri sonucunda serbest
enzim i¢in optimum deger 7,5 iken bu deger immobilize enzim i¢in ¢ok az bir artig
gostererek 8,0 olarak bulunmustur (Dala ve Szajani, 1994). Veronese vd. (1988)
tarafindan yapilan ¢alismada arginaz enzimi poli hidroksietilmetil akrilat iizerine
immobilize edilmis ve pH kararlilig1 deneylerinde serbest enzim i¢in optimum deger

8,0 iken immobilize enzim i¢in bu degerin 5,0-9,0 araliginda oldugu bulunmustur.

3.7.8. Termal kararhhk

PCL/CH ve PCL/CH/Mn*? nanofiber membranlar iizerine immobilize edilen arginaz
enziminin ve serbest arginaz enziminin termal kararliligint belirlemek i¢in farkli (4,
30, 37, 40, 45, 50, 60, 70, 80°C) sicakliklardaki su banyolarinda 1 saat inkiibe
edildikten sonra aktivite dl¢timleri yapildi ve sonuglar Sekil 3.68.’de verildi.

OPCL/CH/Mn mPCL/CH  Serbest enzim
100 o

% Bagil Spesifik Aktivite

37 40 45 50 60
Inkiibasyon Sicakhg (°C)

Sekil 3.68. PCL/CH ve PCL/CH/Mn*? nanofiberlere arginaz immobilizasyonu sonrasinda
termal kararhlik grafigi
Grafik incelendiginde arginaz immobilize PCL/CH ve PCL/CH/Mn*? nanofiber
membranlarin ¢aligilan tiim sicakliklarda serbest arginaz enzimine gore daha kararli
oldugu goriilmektedir. Bu durum immobilizasyon islemi sonrasinda nanofiber

membranlar ile arginaz arasindaki etkilesimlerin 6nemli bir konformasyonel
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degisiklige neden olmadigini ve nanofiber membranlarin yapisinda bulunan PCL ve
CH polimerlerinin ve Mn*2 iyonlarinin enzimin konformasyonel kararliligina énemli
katki sagladigin1 gostermektedir. Ozellikle nanofiber membranlarda bulunan CH
tizerindeki hidroksil gruplarinin suda 6zel bir sekilde yapilanabilme o6zellikleri

sayesinde her iki membrana ilave kararlilik kazandirdig1 sdylenebilir.

Arginaz immobilize PCL/CH ve PCL/CH/Mn*? nanofiber membranlarin 30 ve
37°C’de aktivitelerinin %100’tinii korudugu goriilmektedir. 37°C’nin {iizerindeki
sicaklik degerlerinde arginaz immobilize PCL/CH ve PCL/CH/Mn*? nanofiber
membranlarin aktiviteleri giderek azalmaktadir. Ozellikle 50°C’nin {izerindeki
sicakliklarda her iki nanofiber membran i¢in aktiviteleri %50 nin altina diismektedir.
Bunun en 6nemli nedeni her iki nanofiber membran yapisinda bulunan ve erime
noktas1 60°C olan PCL’den kaynaklanmaktadir. Sicaklik PCL’nin erime noktasina
yaklagtik¢a tasiyicinin yapist bozulmakta ve enzim ile tasiyici membran arasindaki
etkilesimler konformasyonel olarak degisime ugramaktadir. Bunun sonucu olarak
ortamdaki 1s1 artigini tolere edecek mikrogevre yapisi bozulmaktadir. Bu nedenlerden
dolay1 sicaklik arttikga enzim immobilize nanofiber membranlarin aktiviteleri

azalmaktadir.

Ayrica PCL/CH/Mn*2 nanofiber membranlarin ¢alisilan her sicaklikta daha kararli
olmasinin en nemli nedeni yapisinda bulunan Mn*? iyonlarinin enzim molekiilleri ile
selat yapabilmesi nedeniyle daha kararli bir yapt olusturmasi enzimin
denatiirasyonunu engellemis olabilir. Ayni zamanda immobilizasyon islemi
sonrasinda kararliliktaki artis, nanofiber membran tasiyici ile enzim arasinda olusan
kararli baglarin kirilmasi i¢in gereken enerjinin c¢ok yiiksek olmasindan da

kaynaklanabilir.

Turras (2008) tarafindan yapilan ¢alismada Bacillus Subtillis’den elde edilen arginaz
enzimi Sepabeads EC-HFA, bloke edilmis Sepabeads EC-HFA, Sepabeads EC-EP ve
Eupergit C 250 L olmak tizere 4 farkli epoksi destege immobilize edilmistir. 60°C’de
yapilan termal kararlilik deneyleri sonucunda 3 saat sonunda serbest enzim
aktivitesinin %50’sinden fazlasini kaybederken, Sepabeads EC-HFA, bloke edilmis
Sepabeads EC-HFA ve Eupergit C 250 L 2 saat sonunda aktivitelerinin %50’sini
kaybetmistir. Immobilize Sepabeads EC-EP ise 6 saat sonunda aktivitesinin %60 1m1
korumustur. Baska bir c¢alismada poliakrilamit destek iizerine arginaz

immobilizasyonu gerceklestirilmis ve 40, 60 ve 70°C’de immobilize enzim i¢in termal
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kararlilik deneyleri yapilmigtir. 40°C’de immobilize enzim 120 dakika sonunda
aktivitesini korumay1 basarirken, 60°C’de 60 dakika sonunda aktivitesinin %80’ini
kaybederken, 70°C ise 30 dakika sonunda tiim aktivitesini kaybetmistir (Dala ve
Szajani, 1994). Veronese vd. (1988) tarafindan yapilan ¢alismada arginaz enzimi poli
hidroksietilmetil akrilat {izerine immobilize edilmis ve hem serbest enzim hem de
immobilize enzim 30 dakika boyunca 20-100°C araliginda tutularak termal kararlilik
profilleri incelenmistir. Serbest enzim 20-45°C araliginda aktivitesinin tamamini
korurken, 45°C {izerindeki sicakliklarda aktivite kaybetmeye baslamistir ve 65°C’de
aktivitesinin %50’sini kaybetmistir. Immobilize enzim ise 25-75°C araliginda
aktivitesinin tamamini korurken 75°C’nin tizerindeki sicakliklarda hizla aktivitesini
kaybetmistir. Yapilan diger bir ¢alismada ise rekombinant insan arginaz | enzimi ve
kitosan parcaciklara immobilize edilmis enzim i¢in 40, 50 ve 60°C’de termal kararlilik
deneyleri yapilmistir. Serbest enzim 40°C’de 225 dakika sonunda aktivitesinin
%20’sini kaybederken immobilize enzim ise sadece %10 unu kaybetmistir. 50°C’de
serbest enzim 25 dakika sonra aktivitesinin %50’sini kaybederken immobilize enzim
ise 225 dakika sonunda aktivitesinin %50’sini kaybetmistir. 60°C’de ise serbest enzim
%30 aktivite gosterirken immobilize enzim 60 dakika sonunda aktivitesinin %40’ 1
korumay1 basarmistir (Zhang vd., 2015). Li vd. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada
ise arginaz | ve selilloz mikrokiirelere immobilize arginaz | igin yapilan termal
kararlilik ¢alismalarinda 60°C serbest enzim 2 saat sonunda %13,5 aktivite gdsterirken
immobilize enzim 30 dakika sonunda aktivitesinin tamamini kaybetmistir ve yiiksek
sicakliklarda hem serbest enzim hem de immobilize enzimin kararli olmadig:
gbzlenmistir. 40°C’de ise hem serbest enzim hem de immobilize enzim 4 saat sonunda
aktivitelerinin %90’1n1 korumay1 basarmistir. Yine ayni ¢alismada 37°C’de 15 saat
sonra serbest enzim aktivesinin %50’sini korurken immobilize enzim %10 aktivite
gostermistir. 20°C°de 25 saat sonunda serbest enzim aktivitesinin yaklasik %40’ 1
korurken, immobilize enzim aktivitesinin %30’ unu korumustur. 4°C’de ise 25 saat
sonunda hem serbest hem de immobilize enzim aktivitesinin tamamini korumustur.
Grady ve Joyce (1980) tarafindan yapilan ¢alismada hem serbest arginaz hem de
araylizey polimerizasyonu ile elde edilen naylona enkapsiile edilen arginaz 4-80°C
aralifinda 15 dakika boyunca inkiibe edilmis ve ardindan termal kararlilik profilleri
cikarilmistir. Serbest enzim maksimum aktivitesini 37°C’de immobilize enzim ise

45°C’de yapilan inkiibasyon islemi sonrasinda gostermislerdir. Serbest enzim sadece
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4°C’de ve 20°C’de immobilize enzime gore daha yiiksek aktivite gosterirken ¢aligilan

diger tiim sicakliklarda ise immobilize enzim daha yiiksek aktivite gdstermistir.

3.7.9. Kinetik parametreler

Immobilizasyon islemi sonrasinda enzimin ii¢c boyutlu yapisinda meydana gelen
degisimler, sterik etkiler, enzimin mikrogevresinde meydana gelen degisiklikler ve
difiizyon etkileri gibi nedenlerden dolayr enzimlerin kinetik davranislarinda
degisiklikler gozlenebilir. Arginaz immobilizasyonu sonrasinda meydana gelen bu
degisimleri gozlemlemek igin hazirlanan immobilize PCL/CH ve PCL/CH/Mn*2
nanofiber membranlarin kinetik davranislari, 5-50 mM araliginda L-arginin
kullanilarak Lineweaver-Burk ile belirlendi. Lineweaver-Burk grafigi Sekil 3.69.’da,

Km Ve Vmax degerleri ise Cizelge 3.11.’de verildi.
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Sekil 3.69. Arginaz immobilize PCL/CH ve PCL/CH/Mn*2 nanofiberlere ait Lineweaver-Burk
grafigi

Cizelge 3.11. Serbest ve immobilize arginaz enzim sistemlerinin kinetik parametreleri

Tasiyic Km (mM) Vmax (umol iire/dk)™
Serbest arginaz 1,06 50,25

PCL/CH 1,52 38,46
PCL/CH/Mn*? 1,23 45,45

Arginaz immobilize PCL/CH ve PCL/CH/Mn*2 nanofiber membranlarmin kinetik
parametreleri serbest enzimle karslastirildiginda Kn degerlerinin  arttigl, Vmax
degerlerinin ise azaldigi goriildi. Km degerlerinde meydana gelen bu artis
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immobilizasyon sonrasi substrati baglayan enzimin konformasyonel esnekliginde
azalma, tasiyict membrandan kaynaklanan sterik engeller ve difiizyon kisitlamas1 gibi
nedenlerden kaynaklanabilir. Bu artis immobilizasyon sonrasi enzimin substrata olan
ilgisinde bir azalmanin s6z konusu oldugunu gosterir. Bu ilginin azalmasinin sonucu
reaksiyon hizinda da bir azalma olmustur. immobilize PCL/CH ve PCL/CH/Mn*2
nanofiber membranlarin  kinetik parametreleri  karsilagtirildiginda PCL/CH
nanofiberinin Km degerinin daha biiyiilk, Vmax degerinin ise daha diisiik oldugu
goriildii. Bu durum PCL/CH/Mn*? nanofiber membranlarin yapisinda bulunan Mn*?
iyonlarinin immobilizasyonu sonrasinda enzimin konformasyonel esnekliginde
meydana gelen azalmayr kisitladigi ve yapiya kararlilik kazandirdigr seklinde

yorumlanabilir.

Literatiirde yapilan arginaz immobilizasyonu ¢alismalarinda immobilizasyon sonrasi
Km degerinde artisin gozlendigi ¢calismalar mevcuttur. Yapilan bir calismada araylizey
polimerizasyonu ile elde edilen naylon membranlara arginaz enzimi enkapsiile
edilmistir ve Km degerinin serbest enzime gore 10x10° M’dan 18,5x10° M’a arttig1
gozlenmistir (Grady ve Joyce, 1980). Yapilan baska bir caligmada arginaz enzimi poli
hidroksi etil akrilat {izerine immobilize edilmis ve Km degerinin serbest enzime gore
3,8x10° M’dan 4,4x10° M’a arttig1 bulunmustur (Veronese vd., 1989). Dala ve
Szajani (1994) tarafindan yapilan calismada serbest enzim i¢in Km degeri 3,6x102 M
iken poliakrilamit destek iizerine immobilize arginaz enzimi igin ise yaklagik 10 kat
artarak 3,7x10 M olarak gozlenmistir. Literatiirde yer alan bir baska calismada ise
Penicillium chrysogenum’dan elde edilen arginaz enzimi polietilen glikole immobilize
edilmis ve Km degerinin serbest enzime gore bir hayli artarak 4,8 mM’dan 15,2 mM’a
artt1g1, Vmax degerinin ise 21,7 U/mg/dk’dan 14,08 U/mg/dk’ya azaldigi raporlanmistir
(El-Sayed vd., 2014). Unissa vd. (2017) tarafindan yapilan bir calismada ise
Idiomarina sediminium H1695’ten saflastirilmis 1-arginaz enzimi poli etilen glikol
tizerine immobilize edilmis ve immobilize enzimin Kp, degerinin serbest enzime gore
bir miktar artarak 2,44 mM oldugu ve Vmax degerinin ise 169,49 U/mL/dk oldugu
belirtilmistir.
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3.7.10. Tekrar kullanilabilirlik

Sekil 3.70. incelendiginde arginaz immobilize PCL/CH nanofiber membranlarin 6
kullanim sonucunda aktivitesi %50’nin altina diiserken arginaz immobilize
PCL/CH/Mn*? nanofiber membranlarin aktivitesi ise 8 kullanim sonrast %50’nin
altina  diistiigii goriildi. Bu sonu¢ Mn*2 iyonlarmin arginaz molekiillerinin
membranlara immobilizasyonunda baglanma noktalarindan biri olarak kullanildig: ve
immobilizasyon islemi sonrasinda enzime ilave kararlilik kazandirdigini seklinde

yorumlanabilir.
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Sekil 3.70. PCL/CH ve PCL/CH/Mn*2 nanofiberlere arg_inaz immobilizasyonu sonrasinda tekrar
kullamim grafigi
Literatiirde yapilan arginaz immobilizasyonu ¢aligmalar1 incelendiginde literatiirde yer
alan sadece iki c¢alismada tekrar kullanilabilirlik {izerine ¢aligmalar yapildig:
goriilmistiir. Bu ¢alismalardan Li vd. (2014) tarafindan yapilan ¢aligmada arginaz |
seliiloz mikrokiirelere immobilize edilmis ve 5 kullanim boyunca aktivitesinin
tamamini, 7 kullanim sonrasi ise %83,4’linli korudugu gortilmiistiir. Yapilan bir diger
calismada ise E.coli hiicreleri kullanilarak tasarlanmis buz ¢ekirdeklenme proteinleri
lizerine insan arginaz I enzimi immobilize edilmis ve 40°C ve 60°C’de olmak iizere
iki farkli sicaklikta tekrar kullanilabilirlik ¢aligmalart yapilmistir. 40°C’de 5 kullanim
sonrasinda aktivitesinin %50’den fazlasini kaybettigi, 60°C’de ise 3 kullanim sonrasi

aktivitesinin %50’den fazlasini kaybettigi goriilmiistiir (Zhang vd., 2016).
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Arginaz immobilize PCL/CH nanofiberlerin SEM goriintiileri Sekil 3.71.’de verildi.
Sekil 3.17.’de verilen PCL/CH nanofiberlerin SEM goriintiileri ile kargilagtirildiginda
immobilizasyon sonrasinda nanofiberlerin yapilarinin degistigi, ortalama caplarinin
azaldigt ve 92-96 nm civarinda oldugu goriildii. Literatiirde belirtildigi gibi
immobilizasyon islemi sonrast nanofiberlerin yapilarinin bozulmasinin nedeni enzim
molekiillerini nanofiber membrana immobilize etmek i¢in ¢apraz baglayici ajanlarin
kullanilmasidir (Song vd., 2012; Pesaran vd., 2015). Enzimin capraz baglayici
kullanilarak nanofiberlere immobilize edilmesi sonucu nanofiber yapisinda degisiklik
meydana gelebilir. Ayrica Sekil 3.71. incelendiginde arginaz enziminin yapinin

ylizeyine immobilize oldugu gorildii.

Sekil 3.71. Arginaz immobilize PCL/CH nanofiberlerin SEM gériintiileri: (a) x7,500 (b) x15,000
(c) x20,000 (d) x35,000 biiyiitmelerle
6 tekrar kullanim sonrasinda arginaz immobilize PCL/CH nanofiberlerin SEM
goriintiileri ise Sekil 3.72.’de verildi. Sekil 3.72. incelendiginde 6 tekrar kullanim
sonucu hem Sekil 3.17. hem de Sekil 3.71.’de verilen yapilara gore yapinin tamamen
farklilagtigi go6zlendi. Tekrar kullanim islemi sonrasinda PCL/CH nanofiber
yapilarinin morfolojilerinin bozuldugu ve bunun sonucunda da toplam yiizey alanina
azalma meydana geldigi goriildii. Tekrar kullanim sonrasi nanofiberlerin yapilarinda

meydana gelen degisiklikler immobilize durumdaki enzimin denatiirasyonuna veya
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desorpsiyonuna neden oldugu i¢in immobilize arginaz enziminin etkinliginde azalma
goriilmiis olabilir. Bunun disinda PCL/CH nanofiber yapisinin bozulmasindaki en
onemli etki arginaz enziminin aktive tayininin ikinci asamasinda fiberlerin 100°C’ye
maruz kalmalaridir. PCL polimerinin erime sicakligi 60°C’dir. Bu nedenle her tekrar
kullanim sonrasinda aktivite tayininde fiber 100°C’ye maruz kaldig1 i¢in nanofiber
yapisindaki PCL’nin erimesi sonucu yapida bozulmalar meydana gelmis ve fiberlerin

ortalama ¢aplarinin azaldig1 ve 80-90 nm civarinda oldugu goriildii.

Sekil 3.72. 6 tekrar kullanim sonrasi arginaz immobilize PCL/CH nanofiberlerin SEM
goriintiileri: (a) x7,500 (b) x15,000 (c) x20,000 (d) x35,000 biiyiitmelerle
Arginaz immobilize PCL/CH/Mn*? nanofiberlerin SEM gériintiileri Sekil 3.73.’de
verildi. Sekil 3.18.’de verilen PCL/CH/Mn*? nanofiberlerin SEM gériintiileri ile
karsilagtirildiginda  immobilizasyon — sonrasinda  nanofiberlerin  yapilarinin
korunmadig1 ve ortalama ¢aplarinin 104-131 nm civarinda oldugu goriildii. Literatiirde
belirtildigi gibi immobilizasyon iglemi sonrasi nanofiberlerin yapilarinin bozulmasinin
nedeni enzim molekiillerini nanofiber membrana immobilize etmek igin ¢apraz
baglayici ajanlarin kullanilmasidir (Song vd., 2012; Pesaran vd., 2015). Enzimin
capraz baglayic1 kullanilarak nanofibere immobilize edilmesi sonucu nanofiber
yapisinda degisiklik meydana gelebilir. Sekil 3.73. incelendiginde arginaz enziminin

fiberler tizerine immobilize oldugu gozlendi. Arginaz immobilizasyonu sonrasinda
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PCL/CH/Mn*2 nanofiberlerinin yapisinin PCL/CH nanofiberlere daha iyi korundugu
gozlendi. Bunun nedeni ise yapida bulunan manganin yapiya kararhilik

kazandirmasidir.

X 35,000 15.0kV SEI

Sekil 3.73. Arginaz immobilize PCL/CH/Mn*2 nanofiberlerin SEM gériintiileri: (a) x7,500 (b)
x10,000 (c) x20,000 (d) x35,000 biiyiitmelerle
8 tekrar kullanim sonrasinda arginaz immobilize PCL/CH/Mn*2 nanofiberlerin SEM
goriintiileri ise Sekil 3.74.’de verildi. Sekil 3.74. incelendiginde 8 tekrar kullanim
sonucu hem Sekil 3.18. hem de Sekil 3.74.’de verilen yapilara gore yapinin farklilastig
gdzlendi. Tekrar kullanim islemi sonrasinda PCL/CH/Mn*2 nanofiber yapilarinin
morfolojilerinin bozuldugu ve bunun da toplam yiizey alaninin azalmasina neden
oldugu sdylenebilir. Tekrar kullanim sonrasi nanofiberlerin yapilarinda meydana gelen
degisiklikler immobilize durumdaki enzimin denatiirasyonuna veya desorpsiyonuna
neden oldugu i¢in immobilize arginaz enziminin etkinliginde azalma goriilmiis
olabilir. Bunun disinda PCL/CH/Mn*2 nanofiber yapisinin bozulmasindaki en énemli
etki arginaz enziminin aktive tayininin ikinci asamasinda fiberlerin 100°C’ye maruz
kalmalaridir. PCL polimerinin erime sicakligi 60°C’dir. Bu nedenle her tekrar
kullanim sonrasinda aktivite tayininde fiber 100°C’ye maruz kaldig1 i¢in nanofiber
yapisindaki PCL’nin erimesi sonucu yapida bozulmalar meydana gelmis, fiberlerin

ortalama ¢aplarinin arttig1 ve 260-447 nm civarinda oldugu goriildii.
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Sekil 3.74. 8 tekrar kullanim sonras: arginaz immobilize PVA/CH/Mn*2 nanofiberlerin SEM
goriintiileri: (a) x1,000 (b) x10,000 (c) x20,000 (d) x35,000 biiyiitmelerle

3.8. PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*2 Nanofiberlere Arginaz Iimmobilizasyonunun
Optimizasyonu ve Karekterizasyonu Calismalari

Optimum kosullarda sentezlenen PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*? nanofiberlere
arginaz enzimi, adsorpsiyon ve ¢apraz baglama yontemleri kullanilarak immobilize
edildi. Optimizasyon parametreleri olarak arginaz miktari, nanofiber miktari,
adsropsiyon siiresi ve ¢apraz baglayici miktar1 ¢aligildi. Karakterizasyon kisminda ise
optimum sicaklik, optimum pH, pH kararliligi, termal kararlilik, kinetik parametreler

ve tekrar kullanilabilirlik parametreleri incelendi.

3.8.1. Arginaz miktari

PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*? nanofiberlere arginaz immobilizasyonunda optimum
enzim miktarini belirlemek i¢in 0,25; 0,5; 0,75; 1; 2 ve 4 U/mL miktarlarinda arginaz
enzimi kullanildi. Hem arginaz immobilize PVA/B-CD hem de arginaz immobilize
PVA/B-CD/Mn*? nanofiberler i¢in aktivite tayini yapildi. Farkli derisimlere karsi
spesifik aktivite grafigi ¢izildi. Sekil 3.75.’deki sonuglara gore arginaz immobilize
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PVA/B-CD nanofiberleri igin optimum enzim miktar1 1 U/mL, PVA/B-CD/Mn*?

nanofiberleri igin ise 0,75 U/mL olarak bulundu.

50
40
30
20

10

Spesifik Aktivite (U/mg protein)

—8—PVA/B-CD —6—PVA/B-CD/Mn

0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5 4
Arginaz Miktar1 (U/mL)

Sekil 3.75. PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*? nanofiberlerine arginaz immobilizasyonu icin
optimum enzim miktarinin belirlenmesi
Her iki nanofiber i¢in de optimum arginaz miktarinin tizerindeki miktarlarda spesifik
aktivite giderek azalmaktadir. Bunun en 6nemli nedeni ortamdaki tastyici miktarinin
yetersiz olmasi olabilir. Ayrica ortamdaki arginaz molekiilleri tasiyici ylizeyine

baglanmasi sirasinda multi adsorpsiyon ger¢eklesmis olabilir.

Arginaz immobilize PVA/B-CD/Mn*? nanofiberler icin optimum enzim miktari
PVA/B-CD nanofiberlere gore daha diisik bulunmustur. PVA/B-CD/Mn*2
nanofiberlerin yapisinda bulunan Mn*2 iyonlari, optimum enzim miktarmin altindaki
miktarlarda birim Mn*? basma diisen enzim miktar1 az oldugu icin enzim aktivite
gostermemis olabilir. Optimum enzim miktarinin iizerindeki derisimlerde ise enzim
miktar1 artmasma ragmen Mn*? miktar1 sabittir. Bu nedenle enzimin aktivite

+2

kazanabilmesi i¢in gerekli olan Mn*™* miktar1 ortamda bulunmadigi i¢in aktivite

diismiis olabilir.

3.8.2. Nanofiber miktari

PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*? nanofiberlere arginaz immobilizasyonunda optimum
tasiyict miktarint belirlemek i¢in 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5 ve 15 mg nanofiber

immobilizasyon igleminde kullanildi. Hem arginaz immobilize PVA/B-CD hem de
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arginaz immobilize PVA/B-CD/Mn*? nanofiberler icin aktivite tayini yapildi. Tastyici
miktarina kars1 spesifik aktivite grafigi ¢izildi. Sekil 3.76.’daki sonuglara gore arginaz
immobilize PVA/B-CD nanofiberleri igin optimum tasiyict miktar1 12,5 mg, PVA/B-

CD/Mn*? nanofiberleri i¢in ise 10 mg olarak bulundu.
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Sekil 3.76. PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*? nanofiberlerine arginaz immobilizasyonu icin
optimum nanofiber miktarinin belirlenmesi
Optimum tastyict miktarinin altindaki miktarlarda, ortamda yeterli fiber bulunmadig:
icin enzim molekiillerinin tamami immobilize olamamis olabilir. Optimum tasiyici
miktarinin Ustiindeki miktarlarda ise; fiber miktarinin fazla olmasi immobilize edilen
enzim ile substrat arasinda gerceklesmesi gereken etkilesime sterik olarak engel olmus

olabilir.

3.8.3. Adsorpsiyon siiresi

PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*2 nanofiberlere arginaz immobilizasyonunda &ncelikle
adsorpsiyon daha sonra ¢apraz baglama yontemleri kullanildi. Enzim miktari, tagiyici
miktar1 ve c¢apraz baglayict miktar1 sabit tutularak optimum adsorpsiyon siiresini
belirlemek ic¢in 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 dakika siire ile adsorpsiyon islemi
gerceklestirildi. Aktivite Ol¢limiiniin ardindan elde edilen veriler yardimiyla
adsorpsiyon siiresine karsi spesifik aktivite grafigi cizildi. Sekil 3.77.’deki sonuglara
gore arginaz immobilize PVA/B-CD nanofiberleri i¢in adsorpsiyon siiresi 20 dakika,
PVA/B-CD/Mn*2 nanofiberleri i¢in ise 15 dakika olarak bulundu.
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Sekil 3.77. PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*2 nanofiberlerine arginaz immobilizasyonu i¢in
optimum adsorpsiyon siiresinin belirlenmesi
PVA/B-CD nanofiberlerin yiizeyi 20. dakikada, PVA/B-CD/Mn*? nanofiberlerin
ylizeyi ise 15. dakikada arginaz enzimi molekiilleri bakimindan doygunluga ulastigi
ve bu siirelerden sonra immobilize enzim molekiilleri desorpsiyon olmaya basladigi
sdylenebilir. Ayrica PVA/B-CD/Mn*? nanofiberlerin yapisinda bulunan ve arginaz
enziminin aktivitesi icin gerekli olan Mn*? iyonlar1 enzimin fibere olan ilgisini
etkilemistir ve daha kisa siirede ve daha etkili bir immobilizasyon isleminin
gerceklesmesine neden olmustur. Bunun yaninda Mn*? iyonlarinin koordinasyon
kabiliyeti nedeniyle ilave baglar yapmak suretiyle grafiktende anlasilacag: iizere
enzimin desorpsiyonunun kademeli olarak gerceklesmesini saglamistir. Bu nedenle,

PV A/B-CD nanofiber i¢in bunu sdylemek miimkiin degildir.

3.8.4. Capraz baglayic1 miktar:

Optimum glutaraldehit miktarin1 belirlemek igin enzim miktari, tasiyict miktari ve
adsorpsiyon siiresi sabit tutularak %1, %2, %3, %4, %5 ve %6 glutaraldehit
miktarlarinda immobilizasyon islemi gergeklestirildi. Aktivite 6l¢limiiniin ardindan
elde edilen veriler yardimiyla ¢apraz baglayic1 miktarina karsi spesifik aktivite grafigi
cizildi. Sekil 3.78.’deki sonuglara gore arginaz immobilize PVA/B-CD nanofiberleri
icin optimum glutaraldehit miktar1 %35, PVA/B-CD/Mn*? nanofiberleri icin ise %3

olarak bulunmustur.
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Sekil 3.78. PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*? nanofiberlerine arginaz enzimi immobilizasyonu i¢in
optimum glutaraldehit derisiminin belirlenmesi

Optimum GA miktarinin altindaki degerlerde, ortamdaki GA miktar1 enzim

molekiillerinin nanofiberlere immobilize olmasi i¢in yetersiz gelmis olabilir. Optimum

GA miktarinin lizerindeki degerlerde ise, ortamdaki GA miktarinin enzim

molekiillerinin aktif merkezini etkilemesi ile birlikte enzim yapisinda konformasyonel

degisiklikler meydana gelmis olabilir.

Zhang vd. (2015) tarafinda yapilan bir ¢alismada rekombinant insan arginaz | enzimi
glutaraldehit kullanilarak kitosan pargaciklara immobilize edilmistir. Bu ¢alismada
glutaraldehit derisimi %0,5-2,5 olacak sekilde ¢alisilmistir ve g¢apraz baglayici
derisimi arttik¢a goreceli aktivitenin arttig1 sonucuna varilmistir. Yapilan bir baska
caligmada ise arginaz | seliiloz mikrokiirelere glutaraldehit kullanilarak immobilize
edilmistir. Glutaraldehit derisimi 0,3; 0,5; 0,8 ve 1,0 mM olacak sekilde deneyler
yapilmis ve ¢apraz baglayici derisimi arttikga aktivitenin azaldigi gézlenmistir (Li vd.,
2014).

3.8.5. Optimum sicakhik

PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*? nanofiber membranlara immobilize edilen arginaz
enzimi aktivitesinin sicaklikla degisimini belirlemek ve serbest arginaz ile
karsilastirabilmek i¢in aktivite sicakligi 20-70°C araliginda degistirilerek aktivite
tayini yapildi. Sekil 3.79.’da goriildiigli gibi serbest enzim i¢in optimum sicaklik
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degeri 35°C iken bu deger arginaz immobilize PVA/B-CD i¢in 45-50°C arasinda iken
arginaz immobilize PVA/B-CD/Mn*? i¢in ise 45-55°C arasindadir.
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Sekil 3.79. PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*? nanofiberlere arginaz immobilizasyonu sonrasinda
optimum sicaklik egrileri
Grafik incelendiginde serbest arginaz aktivitesi optimum sicakliktan diisiik ve ytliksek
degerlerde azalirken, arginaz immobilize PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*? nanofiber
membranlarin sicaklik profili ¢ok daha genis bir alana yayilim gosterdi. Bu,
immobilizasyon islemi sonrasi nanofiber membranlar ile arginaz arasindaki
etkilesimlerin 6nemli bir konformasyonel degisiklige neden olmadigin1 ve nanofiber
membranlarin yapisinda bulunan PVA ve B-CD polimerlerinin ve Mn*2 iyonlarinin
enzimin konformasyonel kararliligina 6nemli katki sagladigini géstermektedir. Ayrica
arginaz immobilize PVA/B-CD/Mn*? nanofiber membranlar immobilize PVA/B-CD
nanofiber membranlara gore tiim sicakliklarda daha yiiksek aktivite gosterdi. Bu

*2nin degisen sicaklik ile olusan 1s1

durumda arginaz aktivitesi i¢in gerekli Mn
degisimlerine karst membran yapilarmi daha direngli bir hale getirdigini

gostermektedir.

Her iki immobilize nanofiber membranda 20-65°C arasinda en fazla %20 aktivite
kayb1 gosterdi ve optimum sicaklik degeri serbest enzime gore daha yiiksektir. Bunun
nedeni sentezlenen PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*? nanofiber membranlarin
yapisinda bulunan bogluklara ve olugan ag orgiisii enzimin tiim sicakliklarda ortam
sicakligindan etkilenmeden 6zellikle yiiksek sicakliklarda enzimin denatiire olmadan

1s1 degisimlerine kars1 dayanikli bir mikrogevre sundugu diisiiniilebilir. Ayrica her iki
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nanofiber membranin sicaklik degisimlerine karst gostermis olduklar1 direng;
yapilarinda bulunan ve termal kararlilik 6zelligi ile dikkat ¢eken PVA polimerinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ayni zamanda PVA’nin ve B-CD’nin yapisinda
bulunan hidroksil gruplarinin suda 6zel bir sekilde yapilanabilme 6zellikleri sayesinde

her iki membrana da ilave kararlilik kazandirdig1 soylenebilir.

Yapilan bir ¢alismada si8ir karacigerinden saflastirilan arginaz enzimi poliakrilamit
destek lizerine immobilize edilmis, serbest enzim ve immobilize enzim i¢in optimum
sicaklik sirastyla 40°C ve 60°C olarak bulunmustur (Dala ve Szajani, 1994). Unissa
vd. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada ise PVA-sodyum alginat boncuk hazirlanmig
ve bu boncuk bakteri hiicrelerinin c¢ogaltilacagi besi ortamina ilave edilerek
Idiomarina sediminum’un immobilizasyonu saglanmistir. Daha sonra immobilize
edilmis bakteriden arginaz enzimi saflastirilmis ve PVA-sodyum alginat boncuklar
lizerine immobilize arginaz i¢in optimum sicaklik 35°C olarak bulunmustur. Unissa
vd. (2017) tarafindan yapilan bir bagka calismada ise ldiomarina sediminium
H1695’ten saflastirilmis I-arginaz enzimi poli etilen glikol lizerine immobilize edilmis
ve serbest enzim i¢in optimum sicaklik degeri 37°C iken bu deger immobilize enzim
icin ¢ok az bir artis gostererek 38°C olmustur. Bir bagka ¢alismada ise insan arginaz [
enzimi giimiis nanopartikiiller lizerine immobilize edilmis ve hem serbest hem de
immobilize enzim i¢in optimum sicaklik 60°C olarak bulunmustur (Stasyuk vd.,
2011). Diger bir calisma da E.coli hiicreleri kullanilarak tasarlanmig buz
cekirdeklenme proteinleri lizerine insan arginaz I enzimi immobilize edilmis ve
immobilize enzim i¢in optimum sicaklik 60°C olarak bulunmustur (Zhang vd., 2016).
Rekombinant insan arginaz | enzimi bir baska caligmada kitosan parcaciklara
immobilize edilmis ve hem serbest enzim hem de immobilize enzim i¢in optimum
sicaklik 40°C olarak bulunmustur (Zhang vd., 2015). Li vd. (2014) tarafindan yapilan
calismada arginaz | seliiloz mikrokiirelere immobilize edilmis ve immobilize enzim

i¢cin optimum sicaklik 60°C olarak bulunmustur.

3.8.6. Optimum pH

PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*? nanofiber membranlara immobilize edilen arginaz

enzimi aktivitesinin pH ile degisimini belirlemek ve serbest arginaz ile
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karsilagtirabilmek i¢in aktivite, ortamin pH’1 3,0-12,0 araliginda degistirilerek aktivite

Olctimleri yapildi ve Sekil 3.80.”de verildi.

100

]
()]

% Bagil Spesifik Aktivite
n
o

N
(6]

—A— Serbest enzim —#—PVA/B-CD —6—PVA/B-CD/Mn

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
pH

Sekil 3.80. PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*? nanofiberlere arginaz immobilizasyonu sonrasinda
optimum pH egrileri
Grafik incelediginde serbest enzimin optimum pH 10,0 iken, bu deger arginaz
immobilize PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*? nanofiber membranlar icin ise pH 8,0
olarak bulundu. Serbest enzim asir1 asidik kosullarda yaklasik %10 civarinda aktivite
gosterirken arginaz immobilize PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*2 nanofiber
membranlar ise aktivitelerini sirasiyla %28 ve %30 civarinda koruduklar1 goriildii.
Asint bazik kosullarda ise serbest enzim aktivitesinin %12’sini korurken arginaz
immobilize PVA/B-CD  %59’unu, PVA/B-CD/Mn*? ise %S51’ini korudu.
Immobilizasyon islemi sonrasinda nanofiber membranin yapisinda bulunan
fonksiyonel gruplarin varligi aktivitenin diisik ve yiiksek pH degerlerinde
korunmasini sagladi. Optimum pH’daki asidik bolgeye kayma membran yapisinda
bulunan PVA ve B-CD’den kaynaklanmaktadir. PVA ve B-CD serbest enzime gore
immobilize enzimler i¢in daha alkali mikrogevre sunduklari i¢in optimum pH
degerinin daha asidik olmasini sagladiklar1 sdylenebilir. Bir bagka ifade ile hem
PVA’nin hem de B-CD’nin yapisinda bulunan -OH gruplar1 yiiksek bazik ortamlarda
enzime sagladig1 mikrogevrenin tampon etkisi gostermesi nedeniyle koruma gorevi
gordiigli sOylenebilir. Serbest enzimin daha az aktivite gdsterdigi pH ortamlarinda
immobilize nanofiber membranlarin daha yiiksek aktivite gdstermesi bu ortamlarda

pH degisikligine kars1 immobilize enzimin direngli oldugunu gostermektedir.
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Arginaz immobilize PVA/B-CD nanofiber membranlar immobilize PVA/B-CD/Mn*?
nanofiber membranlara gore tim pH degerlerinde daha yiiksek aktivite gosterdigi
goriildii. Bu durumda arginaz aktivitesi igin gerekli Mn*? iyonlarmmn, enzim
molekiillerinin yaninda, PVA’nin ve B-CD’nin yapisinda bulunan ve pH degisimlerine
kars1 tampon gorevi goren -OH gruplar ile selat olusturdugu ve bdylece

mikrogevrenin tampon etkisinin azaldig1 sGylenebilir.

Yapilan bir ¢calismada si1g1r karacigeri arginaz enzimi poli hidroksi etil akrilat iizerine
immobilize edilmis ve serbest enzim i¢in optimum pH degeri 10,0, immobilize enzim
i¢in ise 9,5-10,5 araliginda bulunmustur (Veronese vd., 1989). Dala ve Szajani (1994)
tarafindan yapilan calismada serbest arginaz i¢in optimum pH 11,0 iken, poliakrilamit
destek lizerine immobilize arginaz enzimi igin ise 9,5 olarak bulunmustur. Unissa vd.
(2015) tarafindan yapilan ¢alismada ise PVA-sodyum alginat boncuk hazirlanmis ve
bu boncuk bakteri hiicrelerinin ¢ogaltilacagi besi ortamina ilave edilerek Idiomarina
sediminum’un immobilizasyonu saglanmistir. Daha sonra immobilize edilmis
bakteriden arginaz enzimi saflastirilmis ve PVA-sodyum alginat boncuklar iizerine
immobilize arginaz i¢in optimum pH 8,0 olarak bulunmustur. Unissa vd. (2017)
tarafindan yapilan bir baska c¢alismada ise Idiomarina sediminium H1695ten
saflastirilmig 1-arginaz enzimi poli etilen glikol {izerine immobilize edilmis ve serbest
enzim igin optimum pH 7,0 iken bu deger immobilize enzim igin ¢ok az bir artig
gostererek 7,5 olmustur. Bir bagka caligmada ise insan arginaz I enzimi giimiis
nanopartikiiller tizerine immobilize edilmis ve hem serbest hem de immobilize enzim
icin optimum pH 8,0 olarak bulunmustur (Stasyuk vd., 2011). Diger bir ¢aligma da
E.coli hiicreleri kullanilarak tasarlanmis buz ¢ekirdeklenme proteinleri tizerine insan
arginaz I enzimi immobilize edilmis ve immobilize enzim i¢in optimum pH 10,0
olarak bulunmustur (Zhang vd., 2016). Rekombinant insan arginaz | enzimi bir baska
calismada kitosan pargaciklara immobilize edilmis ve hem serbest enzim hem de
immobilize enzim i¢in optimum pH 10,0 olarak bulunmustur (Zhang vd., 2015). Li vd.
(2014) tarafindan yapilan c¢alismada arginaz | selilloz mikrokiirelere immobilize
edilmis ve immobilize enzim i¢in optimum pH degeri 7,0-11,0 araliginda bulunmustur.
Grady ve Joyce (1980) tarafindan yapilan ¢alismada ise arayiizey polimerizasyonu ile
elde edilen naylon membranlara sigir karaciger arginazi enkapsiile edilmistir ve hem
serbest hem de immobilize enzim i¢in optimum pH degerinin 10,0 oldugu

goriilmiistiir.

196



3.8.7. pH kararhhg

PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*? nanofiber membranlar iizerine immobilize edilen
arginaz enziminin ve serbest arginaz enziminin pH kararliligini belirleyebilmek
amaciyla immobilize nanofiberler pH 3,0-11,0 araliginda hazirlanan tamponlar
icerisinde 1 saat inkiibe edildi. Inkiibe edilen nanofiberlerin aktivite tayinleri

sonucunda pH kararliliklarinin grafigi Sekil 3.81.”de verildi.
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Sekil 3.81. PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*? nanofiberlere arginaz immobilizasyonu sonrasinda
pH kararhhk egrileri

Her iki nanofiber membran tasiyiciya da immobilizasyon islemininden sonra hem
asidik hem de bazik bolgelerde enzimin pH kararlilifinin serbest enzime gore 6nemli
derecede artis gosterdigi goriildii. Bunun nedeni nanofiber membranlarin yapisinda
bulunan hidroksil gruplarimin enzimin etrafin1 ¢evreleyerek korumasidir. Hem
PVA’nin hem de B-CD’nin yapisinda bulunan -OH gruplar asidik ortamlarda enzime
sagladig1r mikrocevrenin tampon etkisi gostermesi nedeniyle pH degisimlerine kars1
koruma gorevi gordiigii sOylenebilir.

Arginaz immobilize PVA/B-CD nanofiberler ayn1 pH kosullarinda PVA/B-CD/Mn*?
nanofiber membranlara gore daha yiiksek aktivite gosterdigi goriildi. Bunun nedeni
ise yapidaki Mn*? iyonlarinin PVA ve B-CD yapisindaki pH degisimlerine kars:
tampon gorevi gorebilecek gruplar olan -OH ile selat olusturmasi olabilir.

Yapilan bir ¢alismada si8ir karacigerinden saflastirilan arginaz enzimi poliakrilamit
destek lizerine immobilize edilmis, yapilan pH kararlilig1 deneyleri sonucunda serbest
enzim i¢in optimum deger 7,5 iken bu deger immobilize enzim i¢in ¢ok az bir artig
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gostererek 8,0 olarak bulunmustur (Dala ve Szajani, 1994). Veronese vd. (1988)
tarafindan yapilan calismada arginaz enzimi poli hidroksietilmetil akrilat iizerine
immobilize edilmis ve pH kararlilig1 deneylerinde serbest enzim i¢in optimum deger

8,0 iken immobilize enzim i¢in bu degerin 5,0-9,0 araliginda oldugu bulunmustur.

3.8.8. Termal kararhihk

PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*? nanofiber membranlar iizerine immobilize edilen
arginaz enziminin ve serbest arginaz enziminin termal kararliligin1 belirlemek igin
farkli (4, 30, 37, 40, 45, 50, 60, 70, 80°C) sicakliklardaki su banyolarinda 1 saat inkiibe

edildikten sonra aktivite 6l¢timleri yapildi ve sonuglar Sekil 3.82.”de verildi.

OPVA/B-CD/Mn mPVA/B-CD 8 Serbest enzim
100

% Bagil Spesifik Aktivite

37 40 45 50 60 70 80
Inkiibasyon Sicakhgi (°C)

Sekil 3.82. PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*? nanofiberlere arginaz immobilizasyonu sonrasinda
termal kararhlik grafigi
Grafik incelendiginde arginaz immobilize PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*2 nanofiber
membranlarin ¢alisilan tiim sicakliklarda serbest arginaz enzimine gore daha kararh
oldugu goriilmektedir. Arginaz immobilize PVA/B-CD/Mn*2 nanofiber membranlarin
37, 40, 45, 50 ve 60°C’de aktivitelerinin %100’iini korudugu, PVA/B-CD nanofiber
membranlarin ise 37, 40, 45 ve 50°C’de aktivitelerinin %100’iinii korudugu
goriilmektedir. Arginaz immobilize PVA/B-CD/Mn*? nanofiber membranlarin en
diisiik aktivite gosterdigi sicaklik 4°C olup bu sicaklikta bile aktivitesinin %82’sini
korumaktadir. Sicaklik yiikselmesine ragmen bu nanofiber membranlar aktivitelerini

korumay1 siirdiirdiigi gozlendi. PVA/B-CD nanofiber membranlarin ise en diisiik
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aktiviteyi 4°C’de gostermis olup aktivitesinin %60’ 11 korudu. Diger tiim sicakliklarda
PVA/B-CD/Mn*? nanofiber membranlara gére nispeten daha az aktivite gosterdigi
goriildii. Bu durum immobilizasyon islemi sonrasinda nanofiber membranlar ile
arginaz arasindaki etkilesimlerin Onemli bir konformasyonel degisiklige neden
olmadigini ve nanofiber membranlarin yapisinda bulunan PVA ve (-CD
polimerlerinin ve Mn*2 iyonlarmnin enzimin konformasyonel kararliligina 6nemli katki
sagladigim gostermektedir. Ozellikle nanofiber membranlarda bulunan PVA ve B-CD
tizerindeki hidroksil gruplarinin suda 6zel bir sekilde yapilanabilme 6zellikleri
sayesinde her iki membrana ilave kararlilik kazandirmistir. Ayrica PVA/B-CD/Mn*?
nanofiber membranlarin ¢alisilan her sicaklikta daha kararli olmasinin en onemli
nedeni yapisinda bulunan Mn*? iyonlarmin enzim molekiilleri ile selat yapabilmesi
nedeniyle daha kararli bir yap1 olusturmasi ile enzimin denatiirasyonunu engellemis
olabilir. Aynm1 zamanda immobilizasyon islemi sonrasinda kararliliktaki artis,
nanofiber membran tasiyici ile enzim arasinda olusan kararli baglarin kirilmasi igin
gereken enerjinin ¢ok yiiksek olmasindan da kaynaklanabilir. Bunlara ek olarak,
membranlarin 6zellikle yiiksek sicakliklarda ortamdaki 1sinin siddetini tizerine alarak
olmasi gereken sicakligin siddetini enzim iizerine yansitmasina engel olarak enzimin

denature olmasini engellenmesiyle agiklanabilir.

Turras (2008) tarafindan yapilan ¢alismada Bacillus Subtillis’den elde edilen arginaz
enzimi Sepabeads EC-HFA, bloke edilmis Sepabeads EC-HFA, Sepabeads EC-EP ve
Eupergit C 250 L olmak iizere 4 farkli epoksi destegr immobilize edilmistir. 60°C’de
yapilan termal kararlilik deneyleri sonucunda 3 saat sonunda serbest enzim
aktivitesinin %50’sinden fazlasini kaybederken, Sepabeads EC-HFA, bloke edilmis
Sepabeads EC-HFA ve Eupergit C 250 L 2 saat sonunda aktivitelerinin %50’sini
kaybetmistir. Immobilize Sepabeads EC-EP ise 6 saat sonunda aktivitesinin %60’ m1
korumustur. Bagka bir c¢alismada poliakrilamit destek {izerine arginaz
immobilizasyonu gergeklestirilmis ve 40, 60 ve 70°C’de immobilize enzim i¢in termal
kararlilik deneyleri yapilmigtir. 40°C’°de immobilize enzim 120 dakika sonunda
aktivitesini korumay1 basarirken, 60°C’de 60 dakika sonunda aktivitesinin %80’ini
kaybederken, 70°C ise 30 dakika sonunda tiim aktivitesini kaybetmistir (Dala ve
Szajani, 1994). Veronese vd. (1988) tarafindan yapilan ¢alismada arginaz enzimi poli
hidroksietilmetil akrilat {izerine immobilize edilmis ve hem serbest enzim hem de

immobilize enzim 30 dakika boyunca 20-100°C araliginda tutularak termal kararlilik
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profilleri incelenmistir. Serbest enzim 20-45°C araliginda aktivitesinin tamamini
korurken, 45°C fizerinde sicakliklarda aktivite kaybetmeye baslamistir ve 65°C’de
aktivitesinin %50’sini kaybetmistir. Immobilize enzim ise 25-75°C araliginda
aktivitesinin tamamini korurken 75°C’nin tlizerindeki sicakliklarda hizla aktivitesini
kaybetmistir. Yapilan diger bir ¢alismada ise rekombinant insan arginaz | enzimi ve
kitosan parcaciklara immobilize edilmis enzim i¢in 40, 50 ve 60°C’de termal kararlilik
deneyleri yapilmistir. Serbest enzim 40°C’de 225 dakika sonunda aktivitesinin
%20’sin1 kaybederken immobilize enzim ise sadece %10 unu kaybetmistir. 50°C’de
serbest enzim 25 dakika sonra aktivitesinin %50’sini kaybederken immobilize enzin
ise 225 dakika sonunda aktivitesinin %50’sini kaybetmistir. 60°C’de ise serbest enzim
%30 aktivite gosterirken immobilize enzim 60 dakika sonunda aktivitesinin %40’ 11
korumay1 basarmistir (Zhang vd., 2015). Li vd. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada
ise arginaz | ve selilloz mikrokiirelere immobilize arginaz | igin yapilan termal
kararlilik ¢alismalarinda 60°C’de serbest enzim 2 saat sonunda %13,5 aktivite
gosterirken immobilize enzim 30 dakika sonunda aktivitesinin tamamini kaybetmistir
ve yiiksek sicakliklarda hem serbest enzim hem de immobilize enzimin kararh
olmadig1 gozlenmistir. 40°C’de ise hem serbest enzim hem de immobilize enzim 4
saat sonunda aktivitelerinin %90’11 korumay1 basarmistir. Yine ayni calismada
37°C’de 15 saat sonra serbest enzim aktivesinin %50’sini korurken immobilize enzim
%10 aktivite gostermistir. 20°C’de 25 saat sonunda serbest enzim yaklasik %40
aktivite gosterirken immobilize enzim %30 aktivite gostermistir. 4°C’de ise 25 saat
sonunda hem serbest hem de immobilize enzim aktivitesinin tamamini korumustur.
Grady ve Joyce (1980) tarafindan yapilan galismada hem serbest arginaz hem de
arayiizey polimerizasyonu ile elde edilen naylona enkapsiile edilen arginaz 4-80°C
araliginda 15 dakika boyunca inkiibe edilmis ve ardindan termal kararlilik profilleri
cikarilmigtir. Serbest enzim maksimum aktivitesini 37°C’de immobilize enzim ise
45°C’de yapilan inkiibasyon islemi sonrasinda gostermislerdir. Serbest enzim sadece
4°C’de ve 20°C’de, immobilize enzime gore daha yiiksek aktivite gosterirken ¢alisilan

diger tiim sicakliklarda ise immobilize enzim daha yiiksek aktivite gostermistir.

3.8.9. Kinetik parametreler

Immobilizasyon islemi sonrasinda enzimin ii¢c boyutlu yapisinda meydana gelen

degisimler, sterik etkiler, enzimin mikrogevresinde meydana gelen degisiklikler ve
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difiizyon etkileri gibi nedenlerden dolayr enzimlerin kinetik davranislarinda
degisiklikler gozlenebilir. Arginaz immobilizasyonu sonrasinda meydana gelen bu
degisimleri gézlemlemek i¢in hazirlanan immobilize PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*?
nanofiber membranlarin kinetik davraniglari, 5-50 mM araliginda L-arginin
kullanilarak Lineweaver-Burk ile belirlendi. Lineweaver-Burk grafigi Sekil 3.83.de,

Km Ve Vmax degerleri ise Cizelge 3.12.°de verildi.
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Sekil 3.83. Arginaz immobilize PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*? nanofiberlere ait Lineweaver-
Burk grafigi

Cizelge 3.12. Serbest ve immobilize arginaz enzim sistemlerinin kinetik parametreleri

Tagiyici Km (mM) Vimax (umol iire/dk)™
Serbest arginaz 1,06 50,25
PVA/B-CD 0,95 42,55
PVA/B-CD/Mn*? 0,93 43,67

Serbest enzimle karsilastirildiginda her iki immobilize nanofiber membraninda Kn,
degerlerinde kiiciik de olsa bir azalma meydana geldigi goriildii. Km degerindeki bu
azalma immobilizasyon sonrasi tastyici yapisinda bulunan ilgili fonksiyonel gruplarin
enzimin konformasyonunu olumlu etkiledigi ve enzimin substrata olan ilgisinin arttig1
seklinde yorumlanabilir. Bir bagka ifade ile tagtyicinin enzimin yapisal kararliligina

olumlu yonde etki ettigi sdylenebilir.

Arginaz immobilize PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*? nanofiber membranlarm K
degerlerinin hemen hemen ayni oranda azaldigi, Vmax degerinin ise PVA/B-CD

nanofiber membranlarinda bir miktar daha fazla azaldig1 goriildii. Her iki immobilize
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nanofiber membranin enzimin substrata olan ilgisini ayni oranda arttirdigi fakat
PVA/B-CD/Mn*? nanofiber membranlarin reaksiyonu daha hizli katalizledigi
sonucuna varilabilir. Hizdaki bu fark arginaz aktivitesi i¢in gerekli olan
PVA/CH/Mn*? yapisinda bulunan Mn*? iyonlarmin immobilizasyon sonrasi enzimin

aktivitesine olumlu yonde etki ettigi seklinde yorumlanabilir.

Literatiirde yapilan arginaz immobilizasyonu calismalarinda immobilizasyon sonrasi
Km degerinde azalmanin goézlendigi calismalar mevcuttur. Veronese vd. (1988)
tarafindan yapilan ¢alismada arginaz enzimi poli hidroksietilmetil akrilat iizerine
immobilize edilmis ve Km degerinin serbest enzime gore 4,4x10° M’dan 3,8x10°M’a
azaldig1 gorilmistir. EI-Sayed vd. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada ise
Penicillium chrysogenum’dan elde edilen arginaz enzimi kitosana immobilize edilmis
ve K degerinin serbest enzime gore 4,8 mM’dan 4,47 mM’a azaldig1, Vmax degerinin

ise 21,7 U/mg/dk’dan 18,86 U/mg/dk’ya azaldig1 gézlenmistir.

3.8.10. Tekrar kullanilabilirlik

OPVA/B-CD/Mn = PVA/B-CD
100

75
50 1

25

% Bagil Spesifik Aktivite

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Tekrar Kullanim Sayisi

Sekil 3.84. PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*? nanofiberlere arginaz immobilizasyonu sonrasinda
tekrar kullanmim grafigi
Sekil 3.84. incelendiginde arginaz immobilize PVA/B-CD nanofiber membranlar 15
kullanim sonucunda aktivitesi %50 nin altina diiserken arginaz immobilize PVA/B-
CD/Mn*2 nanofiber membranlarin aktivitesi ise 20 kullanim sonras1 %50’nin altina

diistiigii goriildii. Bu sonu¢ Mn*2 iyonlarinin arginaz molekiillerinin membranlara
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immobilizasyonunda baglanma noktalarindan biri olarak kullanildig1 ve
immobilizasyon islemi sonrasinda enzime ilave kararlilk kazandirdigini

gostermektedir.

Literatiirde yapilan arginaz immobilizasyonu ¢alismalar1 incelendiginde literatiirde yer
alan sadece iki calismada tekrar kullanilabilirlik iizerine caligmalar yapildig
goriilmiistiir. Bu ¢alismalardan Li vd. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada arginaz |
selilloz mikrokiirelere immobilize edilmis ve 5 kullannm boyunca aktivitesinin
tamamini, 7 kullanim sonrasi ise %83,4’linli korudugu goriilmiistiir. Yapilan bir diger
calismada ise E.coli bakteri hiicreleri kullanilarak tasarlanmis buz g¢ekirdeklenme
proteinleri {lizerine insan arginaz I enzimi immobilize edilmis ve 40°C ve 60°C’de
olmak {lizere iki farkli sicaklikta tekrar kullamilabilirlik calismalar1 yapilmistir.
40°C’de 5 kullanim sonrasinda aktivitesinin %50’den fazlasini kaybettigi, 60°C’de ise
3 kullanim sonrasi aktivitesinin %50’den fazlasini kaybettigi goriilmiistiir (Zhang vd.,
2016).

Arginaz immobilize PVA/B-CD nanofiberlerin SEM goriintiileri Sekil 3.85.”de verildi.
Sekil 3.25.”de verilen ¢apraz baglama islemi sonras1t PVA/B-CD nanofiberlerin SEM
gorlintiileri ile karsilastirildiginda immobilizasyon sonrasinda nanofiberlerin
yapilarinda ¢ok az da olsa degisiklikler oldugu, yapinin korundugu ortalama ¢aplarinin
279-311 nm civarinda oldugu goriildii. Literatiirde belirtildigi gibi immobilizasyon
islemi sonrasi nanofiberlerin yapilarinin degismesinin nedeni enzim molekiillerini
nanofiber membrana immobilize etmek i¢in ¢apraz baglayici ajanlarin kullanilmasidir
(Song vd., 2012; Pesaran vd., 2015). Enzimin ¢apraz baglayici kullanilarak nanofibere
immobilize edilmesi sonucu nanofiber yapisinda degisiklik meydana gelebilir. Ayrica
Sekil 3.85. incelendiginde immobilizasyon islemi sonrasinda arginaz enziminin fiber
yiizeylerine immobilize oldugu goriildii. Immobilizasyon islemi sonrasi fiber
ylizeylerine tutunan enzim molekiilleri nedeniyle fiber yiizeyleri piiriizlii bir sekil

almistir.
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Sekil 3.85. Arginaz immobilize PVA/B-CD nanofiberlerin SEM goriintiileri: (a) x1,000 (b)
x10,000 (c) x20,000 (d) x35,000 biiyiitmelerle
15 tekrar kullanim sonrasinda arginaz immobilize PVA/B-CD nanofiberlerin SEM
goriintiileri ise Sekil 3.86.’da verildi. Sekil 3.86. incelendiginde 15 tekrar kullanim
sonucu hem Sekil 3.25. hem de Sekil 3.85.’de verilen yapilara gore yapida kayda deger
bir degisiklik gozlenmedi. Ama yinede tekrar kullanim islemi sonrasinda PVA/B-CD
nanofiber yapilari morfolojilerini kismende olsa kademeli olarak kaybettigi ve bunun
sonucu toplam yiizey alaninin azaldigi sOylenebilir. Tekrar kullanim sonrasi
nanofiberlerin yapilarinda meydana gelen degisiklikler immobilize durumdaki
enzimin denatiirasyonuna veya desorpsiyonuna neden oldugu i¢in immobilize arginaz
enziminin etkinliginde azalma goriilmiis olabilir. 15 tekrar kullanim sonras1 arginaz
immobilize PVA/B-CD nanofiberlerin yapilarinin degismedigi ve ortalama ¢aplarinin
348-437 nm civarinda oldugu gorildi. Tekrar kullanim sonrasinda yapinin
korunmasinda termal kararlilik 6zelligi ile dikkat ¢eken PVA polimerinin 6nemli

katkis1 oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 3.86. 15 tekrar kullanim sonrasi arginaz immobilize PVA/B-CD nanofiberlerin SEM
goriintiileri: (a) x1,000 (b) x10,000 (c) x20,000 (d) x35,000 biiyiitmelerle
Arginaz immobilize PVA/B-CD/Mn*2 nanofiberlerin SEM goriintiileri Sekil 3.87.’de
verildi. Sekil 3.27.°de verilen ¢apraz baglama islemi sonrasi PVA/B-CD/Mn*?
nanofiberlerin SEM goriintiileri ile karsilastirildiginda immobilizasyon sonrasinda
nanofiberlerin yapilarinin hemen hemen tamemen korundugu ve ortalama g¢aplarinin
236-297 nm civarinda oldugu goriildii. Literatiirde belirtildigi gibi immobilizasyon
islemi sonrasi nanofiberlerin yapilarinin degigsmesinin nedeni enzim molekiillerini
nanofiber membrana immobilize etmek i¢in ¢apraz baglayici ajanlarin kullanilmasidir
(Song vd., 2012; Pesaran vd., 2015). Enzimin ¢apraz baglayici kullanilarak nanofibere
immobilize edilmesi sonucu nanofiber yapisinda degisiklik meydana gelebilir. Ayrica
Sekil 3.87. incelendiginde immobilizasyon iglemi sonrasinda arginaz enziminin fiber
yiizeylerine immobilize oldugu goriildii. Immobilizasyon islemi sonrasi fiber
ylizeylerine tutunan enzim molekiilleri nedeniyle fiber ylizeyleri piiriizlii bir sekil

almstir.
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Sekil 3.87. Arginaz immobilize PVA/B-CD/Mn*2 nanofiberlerin SEM gériintiileri: (a) x5,000 (b)
x10,000 (c) x20,000 (d) x35,000 biiyiitmelerle
20 tekrar kullanim sonrasinda arginaz immobilize PVA/B-CD/Mn*? nanofiberlerin
SEM goriintiileri ise Sekil 3.88.’de verildi. Sekil 3.88. incelendiginde 20 tekrar
kullanim sonucu hem Sekil 3.27. hem de Sekil 3.87.’de verilen yapilara gére onemli
bir degisiklik gozlenmedi. Ama yinede tekrar kullanim islemi sonrasinda PVA/f-
CD/Mn*?nanofiber yapilar1 morfolojilerini kismende olsa kademeli olarak kaybetti ve
bu da toplam yiizey alaninin azalmasina neden oldu. Tekrar kullanim sonrasi
nanofiberlerin yapilarinda meydana gelen degisiklikler immobilize durumdaki
enzimin denatiirasyonuna veya desorpsiyonuna neden oldugu i¢in immobilize arginaz
enziminin etkinliginde azalma goriilmiis olabilir. 20 tekrar kullanim sonras1 arginaz
immobilize PVA/B-CD/Mn*? nanofiberlerin yapilarmin degismedigi ve ortalama
caplarinin 348-437 nm civarinda oldugu goriildii. Tekrar kullanim sonrasinda yapinin
korunmasinda termal kararlilik 6zelligi ile dikkat ¢eken PVA polimerinin ve hem
arginaz aktivitesi igin gerekli hem de yapiya kararlilik sagladigi i¢in manganin 6nemli

katkis1 oldugu diistiniilmektedir.
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Sekil 3.88. 20 tekrar kullanim sonrasi arginaz immobilize PVA/B-CD/Mn*? nanofiberlerin SEM
goriintiileri: (a) x5,000 (b) x10,000 (c) x20,000 (d) x35,000 biiyiitmelerle

3.9. Geri Déngiilii Kolon Sistemi ile L-Ornitin Uretimi

Enzimatik reaksiyonlarin kontrollii ve reaksiyonun gerceklesmesi igin gerekli olan
optimum kosullarin sabit kalmasi gibi avantajlar sundugu i¢in arginaz immobilize
nanofiber membranlardan L-ornitin {iretimi ¢aligmalarinda geri dongiilii kolon sistemi
kullanild1. Elektroegirme yontemi ile {lretilen ve daha sonrasinda arginaz
immobilizasyonu yapilan sekiz nanofiber membran platformlarindan aktivite ve
kararlilk agisindan en uygun olan arginaz immobilize PVA/B-CD/Mn*? nanofiber
membranlar kullamldi. Kolon, arginaz immobilize PVA/B-CD/Mn*? nanofiber
membranlar ile dolduruldu ve kolonun dis geperinden 45°C’de sabit sicaklikta su
sirkiilasyonu saglandi. 100 mL 50 mM pH’1 8,0 olan L-arginin ¢ozeltisi rezervuara
koyuldu ve bu substrat ¢ozeltisi siirekli manyetik karistirici ile karistirildi. Akis hizi
ise 1 mL/dk olarak ayarlandi ve pompa ¢alistirildi. Baslangicta ve reaksiyon boyunca
belirli zaman araliklarinda rezervuar i¢inden ornekler alindi. Her dongli sonunda

substrat ¢ozeltisi yenilendi ve dl¢limler tekrar alindi.
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Sekil 3.89. Geri dongiilii kolon sistemi ile iiretilen L-ornitin miktar grafigi

Sekil 3.89°da arginaz immobilize PVA/B-CD/Mn*? nanofiber membranlar ile
doldurulmus dongiilii kolon sistemi kullanilarak her bir dongiide zamana bagl olarak
olusan L-ornitin miktarlar1 verildi. ilk 4 dongiide 120 dakika sonunda 5 mmol, 5.
dongiide 4,8 mmol, 6. déngiide 4,5 mmol, 7. dongiide 4,1 mmol, 8. dongiide 3,7 mmol,
9. dongiide 3,2 mmol ve 10. dongiide ise 2 mmol L-ornitin {iretimi saglandi. ilk 4

dongiide L-ornitin olusum verimi %100 iken 10. dongii sonunda %40’a diismektedir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu doktora tez c¢alismasinda elektroegirme yontemiyle sentezlenen CA/PVP,
CA/PVP/Mn*2, PVA/CH, PVA/CH/Mn*2, PCL/CH, PCL/CH/Mn*2, PVA/B-CD ve
PVA/B-CD/Mn*? nanofiber membran platformlara arginaz immobilizasyonu
yapilarak, hazirlanan arginaz immobilize platformlarin  optimizasyon ve

karakterizasyon ¢aligsmalar1 yapildi.

[lk asamada elektroegirme yontemi ile CA/PVP, CA/PVP/Mn*2, PVAICH,
PVA/CH/Mn*2, PCL/CH, PCL/CH/Mn*2, PVA/B-CD ve PVA/B-CD/Mn*? nanofiber
yapilarin sentezi, sentez parametrelerinin optimizasyonu ve sentezlenen nanofiberlerin
karakterizasyon calismalar1 yapildi. Ikinci kisimda optimum kosullarda sentezlenen ve
karakterizasyonu yapilan nanofiber membranlara arginaz immobilizasyonu
geceklestirildi ve immobilizasyon kosullarimin optimizasyonu ve karakterizasyonu
yapildi. Ugiincii asamada ise aktivite ve kararlilik agisindan en uygun olan nanofiber
membran platformu kullanilarak L-ornitin olusturma performansi incelendi.
Elektroegirme yontemiyle iiretilen nanofiberlerin sentez optimizasyonu icin, %
polimer derisimleri, % Mn*? derisimi, uygulanan voltaj, ine-toplayici aras1 uzaklik ve
polimer ¢ozeltisinin enjeksiyon hizi parametreleri belirlendi. Optimizasyonu yapilan
nanofiberlerin karakterizasyonu i¢in ise SEM, ATR-FTIR, TGA ve XRD analizleri
yapildi.

Daha sonra optimum kosullarda sentezlenen ve karakterizasyonu yapilan nanofiber
membranlara arginaz immobilizasyonunun optimizasyonu ve karakterizasyonu
caligmalar1 yapildi. Optimizasyon calismalarinda; enzim miktari, nanofiber miktari,
adsorpsiyon siiresi ve glutaraldehit miktar1 temel parametreler olarak arastirildi.
Optimum kosullarda hazirlanan immobilize arginaz sistemlerin karakterizasyonun da
ise; optimum sicaklik, optimum pH, pH kararliligi, termal kararlilik, kinetik
parametreler ve tekrar kullanilabilirlik parametreleri arastirildi.

Son olarak ise aktivite ve kararlilik acisindan en uygun olan arginaz immobilize

PVA/B-CD/Mn*2 nanofiber membranlar ile hazirlanan geri dongiilii kolon sistemiyle
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protein biyosentezinde rol alan, poliaminlerin biyosentezi i¢in Onciil olan L-ornitin
olusturma performansi incelendi.

Yapilan immobilizasyon optimizasyonu ve karakterizasyonu ¢alismalar1 g6z 6niinde
alindigin elektroegirme yontemi ile sentezlenen ve tasiyici olarak kullanilan tagiyicilar
aktivite ve kararlilik agisindan degerlendirildiginde en iyi performans arginaz
immobilize PVA/B-CD/Mn*? nanofiber membranlardan alinmistir. Serbest arginaz
enzimi igin optimum sicaklik 35°C iken arginaz immobilize PVA/B-CD/Mn*?
nanofiber membranlar i¢in bu deger yiikseldi ve 45-55°C araliginda bulundu. Serbest
arginaz enzimi i¢in optimum pH degeri 10 iken bu deger arginaz immobilize PVA/f-
CD/Mn*? nanofiber membranlar i¢in azalarak 8 olarak bulundu. pH kararlilik ve termal
kararlilk agisindan arginaz immobilize PVA/B-CD/Mn*? nanofiber membranlar
serbest enzime gore ¢cok daha genis araliklarda daha yiiksek aktivite gosterdi. Ayrica
yapilan tekrar kullanilabilirlik deneylerinde 20 kullanim sonucunda arginaz
immobilize PVA/B-CD/Mn*? nanofiber membranlarin aktivitelerinin %350 nin altina
diistiigii bulundu. Yapilan uygulama ¢alismalarinda geri dongiilii kolon sistemi ile L-
ornitin iiretim performansi incelendi. Yapilan uygulama calismalarinda ilk 4 dongii
sonunda L-ornitin tiretim verimi %100 iken, 10 dongii sonunda verimin %50’nin altina
diisdiigti gortildii.

Nanofiberler sahip olduklar1 pek ¢ok essiz 6zellikleri nedeniyle birgok farkli alanda
kullanilirlar. Bu essiz ozelliklerinden dolay1 son yillarda arastirmacilarin ilgisini
¢ekmistir. Giintimiizde pek ¢ok nanofiber iiretim teknigi kullanilarak nanofiber tiretimi
gerceklestirilmistir. Bu yontemlerden en Onemlisi elektroegirme yontemidir. Bu
yontem ile elektrostatik kuvvetler yardimiyla nanometre ile mikrometre arasinda
degisen caplarda polimer fiberlerin {iretimi yapilabilir. Elektroegirme yontemi etkin,
kolay uygulanabilen, ekonomik, hizli ve ¢ok yonlii olmast dolayisiyla diger iiretim
yontemlerinin Oniline ge¢gmektedir. Bu yontem homojen cap, yiiksek yiizey/hacim
oranina sahip, ayarlanabilir gézeneklilik ve tercih edilen ozelliklere ulasmak icin
nanofiber boyutunu ve morfolojisini kontrol etme kabiliyeti gibi sayisiz avantajlar
sunar. Bu nedenle bu yontem ile iretilmis nanofiberler ilag salinimi, doku
miithendisligi, enerji depolama ve doniisim, savunma sanayi ve enzim
immobilizasyonu olmak iizere bir¢ok alanda kullanilmaktadir.

Enzim immobilizasyonu, ¢ozeltide serbest halde hareket edebilen ve suda ¢oziinen

enzim molekiillerinin, suda ¢oziinmeyen kati1 bir tasiyiciya baglanarak tasiyici
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tizerinde hareketlerinin kisitlanmasi olarak tanimlanabilir. Enzim
immobilizasyonunun amaci, uzun Omiirlii ve 1limli operasyonel kosullar altinda
calisabilen saglam bir biyokatalizor gelistirmektir. Immobilize enzimler tekrar tekrar
kullanilmalari, enzimatik reaksiyonu herhangi bir anda baslatmak, devam ettirmek,
istenildigi anda durdurmak ve immobilizasyon sonrasi enzimin kararliligini artirarak
denatiire olma olasiligin1 azaltma gibi pek ¢ok avantaj sunmaktadir. Bu nedenle son
zamanlarda endiistride immobilize enzim kullanim1 giderek artmaktadir.

L-ornitin (L-Orn) tire dongilisiinde bir ara metabolit olarak islev goren protein
yapisinda olmayan bir amino asittir. Karaciger hastaliklarinin tedavisinde, kalp
fonksiyonlarmin giiglendirilmesinde, kilo kaybetmede ve bagisiklig1 arttirict olarak
kullanildig1 icin metabolizmada 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu ¢ok yonlii avantajlara
dayanarak, L-ornitin Ozellikle saglik ve ila¢ endistrisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu nedenle, L-ornitin {iretimi son yillarda arastirmacilarin dikkatini
¢ekmistir. L-Ornitinin endistriyel tiretimi i¢in kimyasal sentez, fermantasyon ve
enzimatik sentez (arginaz yontemi) olmak iizere 3 temel yontem vardir. Kimyasal
sentez ve fermantasyon yontemleri bir¢ok dezavantaja sahip olduklar1 igin tercih
edilmemektedirler. Arginaz kullanilan yontem, kimyasal sentez ve fermantatif {iretime
kiyasla, segilen reaksiyonlar i¢in spesifikligi, basit cihazlar ve prosediirleri kullanmas1
ve suda ¢ozilinilirliigii diisiik olan substratlar1 ¢dzebilmek icin kullanilan yardimci
coziiciilere toleransi sayesinde avantajhidir.

Bu tez kapsaminda elektroegirme yontemiyle liretilen nanofiberlere arginaz enzimi
immobilizasyonu gergeklestirildi. Serbest enzime gore daha ilimli kosullarda ve daha
kararl1 arginaz immobilize nanofiber membranlar gelistirildi. Bu tez caligmasi ile
immobilize arginaz enzimleriyle olusturulmus yeni nanofiber membranlarla, saglik ve
ila¢ endiistrisinde yaygin olarak kullanilan protein yapisinda olmayan bir amino asit
olan L-ornitini yiiksek kaliteli tiretmek i¢in verimli, kolay, alternatif, ekonomik ve

tekrarlanabilir yeni bir yontem gelistirildigi sdylenebilir.
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