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SEDEF İLK 

 

ÖZ 

 

Yapılan çalıĢmada, endüstriyel öneme sahip lakkaz enzimi nanokompozitlere 

immobilize edilerek reaktif boyar maddenin (Reactive Red 5) renk gideriminde 

kullanıldı. Bu amaçla, tez kapsamında poli(maleik anhidrit-alt-metil vinil eter) 

kopolimeri/oktadesil montmorillonit; [poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT] ve poli(MA-alt-

MVE)-g-PLA/ODA-MMT nanokompozitleri sentezlendi ve bu nanoyapılara, fiziksel 

adsorpsiyon yoluyla lakkaz immobilize edildi. 

 

ÇalıĢmanın ilk aĢamasında, kopolimer/ODA-MMT ve kopolimer-g-PLA/ODA-MMT 

nanokompozit yapıların sentezlenmesinde, silikat galerisindeki kopolimerin 

interkalasyon/yapraklanma ve laktik asit ve 1.4 dioksan ortamlarında, ODA-MMT 

varlığında kopolimer üzerine laktik asit monomerinin interlameller aĢı 

kopolimerizasyonu yöntemleri kullanılmıĢtır.  

 

Sentezlenen nanokompozitlerin, kimyasal ve fiziksel yapıları, yüzey ve iç morfojileri, 

termal davranıĢları, yapı-düzen-morfoloji iliĢkileri; FTIR, 1H ve 13C NMR, XRD, SEM, 

TEM, DSC ve TGA analiz yöntemleriyle incelendi.  

 

ÇalıĢmanın ikinci aĢamasında, sentezlenen bu nanoyapılara uygun lakkaz 

immobilizasyonu için optimum koĢullar pH:4.5 , sıcaklık 37oC, lakkaz baĢlangıç 

konsantrasyonu 0.025 mg/ml , zaman ise 60 dakika olarak belirlendi.  

 

ÇalıĢmanın son aĢamasında ise serbest lakkaz ve nanoyapılara immobilize lakkaz ile 

endüstriyel tekstil boyası olarak “Reactive Red 5” boyar madde renk giderimi 

çalıĢmalarında kullanıldı. Yüksek renk giderimi için optimizasyon çalıĢmalarında 

serbest ve  immobilize lakkaz içi optimum pH‟nın 5.0, sıcaklığın 20oC bulundu. Bunun 

yanında baĢlangıç boyar madde konsantrasyonu serbest lakkaz için 0,025 mg/L iken 
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immobilize lakkazda 0,05 mg/L bulundu. Optimum zaman çalıĢmalarında ise serbest 

lakkaz için 120 dakika, immobilize lakkaz için ise 90 dakika bulundu. Lakkaz, 40C‟de 

depolanarak zamana karĢı renk giderimde verimliliği incelendiğinde serbest enzimin 

27 gün sonunda %33 buna karĢın immobilize lakkazın ise %65 olduğu gözlendi. 

ÇalıĢmanın önemli diğer basamağı ise renk giderimi çalıĢmalarında kullanılan 

nanoyapıya immobilize lakkaz kompleksinin, üç günde 10 kez tekrar kullanıldığında 

baĢlangıç aktifliğinin %77.3 ünü korumaktadır.  

 

Anahtar Kelimeler: Sentez, kopolimer-g-PLA nanokompozitler, organo kil, aĢı 

kopolimerizasyonu, enzim   immobilizasyonu, lakkaz, boyar madde renk giderimi 
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IMMOBILIZATION OF BIOMOLECULES ON POLYMERIC NANOCOMPOSITES 

AND RESEARCH OF THEIR INDUSTRIAL APPLICATIONS 

SEDEF İLK 

 

ABSTRACT 

 

In this study, laccase enzyme (E.C.1.10.3.2.) with industrial importance was used in 

the decolorization of reactive coloring substance (Reactive Red 5) by being 

immobilized to nanocomposites.    For this purpose, in the thesis study, laccase was 

immobilized onto nanocomposite structures [poly(MA-alt-MVE) copolymer/ODA-MMT 

and poly(MA-alt-MVE)-g-PLA/ODA-MMT] by physical absorption method.  

 

In the first stage of the study, novel nanocomposites were synthesized by 

intercalation/exfoliation of copolymer between silicate galleries and interlamellar graft 

copolymerization of L-lactic acid (LA) monomer onto copolymer in the presence of 

ODA-MMT clay in 1.4-dioxane and LA solutions.  

 

The chemical and physical structures, surface and inner morphology, thermal 

behaviors of synthesized nanocomposites, as well as structure-composition-

morphology relationships were investigated by FTIR, 1H and 13C NMR, XRD, SEM, 

TEM DSC and TGA analysis methods.  

 

In the second stage of the study, the optimum conditions for the laccase 

immobilization, which was appropriate for the synthesized nanostructures, were 

determined as pH:4.5, temperature 37oC, laccase initial concentration 0.025 mg/ml, 

and time as 60 minutes.   

 

In the last stage, free and the immobilized laccase “Reactive Red 5” coloring 

substance as industrial textile dye were used for decolorization.  In the optimization 

studies for high level decolorization, for both free and immobilized laccase, the 

optimum pH was found to be 5.0 and temperature 20 0C. Moreover, the initial 

coloring substance concentration was for free laccase 0,025 mg/L and 0,05 mg/L for 

immobilized laccase. Optimum time studies resulted in 120 minutes for free laccase 
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and 90 minutes for immobilized laccase. When the productivity of laccase, 

maintained at 40C, in terms of decolorization and with respect to time was studied, at 

the end of 27 days, free enzyme was 33% while immobilized laccase was 65%. 

Another aspect of this study is the reapplication of immobilized laccase complex to 

the nanostructure for 10 times over a period of three days; it was found that 77.3% of 

the initial productivity is maintained.  

 

Keywords: Synthesis, copolymer-g-PLA nanocomposites, organoclay, graft 

copolymerization,   enzyme   immobilization,   laccase,  removing of azo dyes 
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1. GĠRĠġ 

Tekstil sanayi, endüstri dalları arasında en çok su kullanılan alanlardan birisidir.Tekstil 

atık sularının renkli olması , bu atık suları diğer endüstriyel atık sularından ayıran en 

önemli özelliktir. Tekstil endüstrisinde ortaya çıkan atık suların büyük bir kısmı boyama 

işlemlerinden kaynaklanmaktadır. Yeterli arıtma sağlanamaması durumunda, söz 

konusu atık sularda bulunan boyarmaddeler bulunduğu ortamlarda renk ve toksisite 

oluşumuna neden olmaktadır.  

Atık sulardaki renk miktarı yüksek seviyelere ulaştığında, doğal sularda ışık 

geçirgenliğini azaltarak, fotosentezi engelleyebilmektedir. Ayrıca boyarmaddelerin bazı 

sucul organizmalarda birikmesi toksik ve kanserojenik ürünlerin meydana gelme riskini 

de beraberinde getirmektedir. Bu bağlamda boyarmadde içeren tekstil endüstrisi atık 

sularının renk giderim prosesleri ekolojik açıdan önem kazanmaktadır (Kocaer ve Alkan, 

2000).  

Atıkların yaratacağı sorunların giderilmesi için çeşitli arıtma sistemleri geliştirilmiştir, 

ancak bu sistemlerin kurulması ekonomiye önemli bir yük getirmektedir. Bu nedenle, 

çevre kirliliğine yol açan bazı zararlı maddelerin giderilmesinde düşük maliyetli ve etkin 

metotların geliştirilmesi ekonomik açıdan önemlidir.  

Son yıllarda çevre kirliliğine yol açan atıkların daha etkin bir şekilde giderilmesi için 

geliştirilen yöntemler arasında biyoteknolojik yöntemleri ön plana çıkmaktadır. 

Biyoteknoloji, organizmaların, biyolojik sistemlerin ve bunların süreçlerinin pratik ve 

ticari amaçlar için kullanılması olarak tanımlanabilir. Biyoteknolojik süreçlerde temel 

kavram mikroorganizmaların atık maddeleri besin olarak kullanması ve çevreye zarar 

vermeyecek bileşiklere dönüştürmesidir (Dimile, 2005).  

Mikroorganizmalar, atık maddeleri enzimatik olarak parçalamaktadırlar. Ancak 

mikroorganizma yerine doğrudan onlardan elde edilen enzimlerin kullanılması birçok 

avantaj sağlar (Park and Shalably, 1993). Enzimlerin kullanıldığı proseslerde, enzim 

kaynağı olarak, mikroorganizmaların kullanılması ile diğer yöntemlerde kullanılan 

havalandırma ve çöktürme tanklarına ihtiyaç olmadığı için, yatırım masrafları azalır. 

Enzimler seçici ve aktif biyomoleküllerdir ve bir destek üzerine tutuklandıklarında, 
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mikroorganizmalara göre daha geniş pH ve sıcaklık aralığında çalışabilmektedirler. 

İmmobilizasyon ile enzimler, katalitik proseslerde aktifliklerini koruyarak, tekrar ve 

sürekli kullanılabilmektedirler.  

İmmobilizasyon yönteminde destek olarak kullanılacak materyaller, kullanım amacına 

uygun şekilde seçilmelidir. Destek materyali, suda çözünmeme, gözenekli yapıda olma, 

mekanik, kimyasal, biyolojik ve termal kararlılığa sahip olma gibi özelliklere sahip 

olmalıdır. İstenen özelliklerde hazırlanabilmesi ve maliyetlerinin düşük olması nedeniyle, 

polimerik materyaller daha çok kullanılmaktadırlar. 

Bu tez çalışması kapsamında, tekstil atık sularında bulunan reaktif boyar madde 

―Reactive Red 5‖ renk giderimi, çalışma kapsamında sentezlenen poli(MA-alt-

MVE)/ODA-MMT nanokompozitlere immobilize lakkaz ile incelenmiştir. 

Çalışmamız 3 aşamada gerçekleşmiştir:  

1.Aşamada; Yapraklanma-absorpsiyon ve aşı polimerizasyonu yöntemleri ile yüzey 

katları  oktadesil aminle modifiye edilen organik montmorillonit  ODA-MMT eşliğinde 

çeşitli reaksiyon şartlarında poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanokompozitleri 

sentezlenmiştir.  

 

Sentezlenen hibridlerin nano-yapılarının, termal ve kristalinite davranışlarının, taramalı 

elektron mikroskobu (SEM), geçirimli elektron mikroskopu(TEM), X-ışını difraktometresi 

(XRD), FTIR ve 1H  ve 13C NMR spektroskopisi, DSC-TGA ısısal analiz yöntemi 

kullanarak incelenmesi ve nano-yapı oluşumu mekanizmasının yapısal modellenmesi 

ve açıklanması, silikat tabakaları arası gerçekleşmesi beklenen fiziksel (H-bağı) ve 

kimyasal iletişimlerin incelenmesi gerçekleştirilmiştir. 
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2.Aşamada; Trametes versicolor‘dan elde edilen lakkaz enzimi, sentezlenen nano- 

kompozitlere fiziksel adsorpsiyon yoluyla immobilize edilmiştir ve immobilizasyon için 

optimum koşullar incelenmiştir. 

 

3.Aşamada ise; Bir önceki aşamada elde edilen immobilize lakkaz  ile reaktif tekstil 

boyar maddelerinden ―Reactive Red 5‖ renk giderimi için optimum koşullar 

araştırılmıştır. Optimizasyon çalışmalarında immobilize lakkaz ile yapılan bütün 

çalışmalar, serbest lakkaz ile karşılaştırmalı olarak yapılmıştır. Ayrıca boyar madde renk 

gideriminde, immobilize lakkazın depolanma ve tekrar kullanılma kararlılığı 

araştırılmıştır.  

 

Yapılan çalışmada elde edilen uygun süreçle reaktif boyarmaddelerin renk giderimi 

işlemlerinin en ekonomik şekilde gerçekleştirilmesinin yanı sıra insan ve çevre sağlığı 

açısından en az zararlı ve uygun şekilde yapılması amaçlanmıştır. Çalışmanın temel 

amacında,boyar madde arıtımının verimli ve etkin bir şekilde yapılması ve arıtımda en 

az seviyede enzim ve enerji tüketiminin sağlanması hedeflenmiştir. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

 

Bu bölümde deneysel kısmın daha iyi anlaşılabilmesi açısından nanokompozitler ve 

silikatların genel yapısı ve özellikleri, polimer silikat tabakalı nanokompozitler, lakkaz ve 

immobilizasyon ile ilgili bilgiler sunulmuştur. 

 

2.1. Nanodolgu Maddeleri 

Polimerler genellikle performanslarını artırmak için çeşitli doğal ve sentetik bileşenlerle 

birlikte kullanılırlar. Bu bileşenler polimer dolgusu olarak adlandırılırlar. Nanodolgu 

maddeleri yıllardır plastik endüstrisinde büyük bir öneme sahiptir. Genellikle inorganik 

materyallerden oluşan nanodolgu maddelerini, diziliş ve yapısı itibariyle polimer 

matriksinden faklı olan katı formdaki ek (ilave) maddeleri olarak tanımlayabiliriz. Dolgu 

maddelerinin modifiye edilip kullanılmasıyla, polimer daha kullanışlı hale gelir. 

Nanoboyuttaki bu partiküller, polimerlerin yüksek modül kazanmasını, dayanıklılığın 

artmasını, ısı direncinin artmasını, gaz geçirgenliğinin ve yanma özelliğinin azalmasını ve 

biyobozunurluğunun artmasını sağlar (Qinghui,2007). Nanodolgu maddeleri, kimyasal 

bağ oluşumunda, bir yapının doldurulmasında, polimer matriksinin konformasyonel 

pozisyonun düzenlenmesinde,  birbirine yakın molekül gruplarının immobilizayonunda ve 

ayrıca polimer matriksini yönlendirilmesi gibi bir çok uygulamada kullanılabilir. Nanodolgu 

maddelerinin; kalsiyum karbonat, seramik, karbon karası, sentetik(boehmit alüminyum), 

karbon nanotüp, karbon fiber, doğal fiber, seluloz, aktifleştirilmiş kil, doğal kil, sentetik kil, 

organokil, silika, montmorillonit, altın, gümüş, grafit, mika, talk, magnezyum hidroksit, 

fosfat, zinkoksit, polioligomerik silsesquioksan(POSS) nanodolgu maddeleri 

(http://www.reade.com/Products/Nanomaterials/nanofillers_nanoadditives.html) gibi 

birçok çeşitleri vardır ve sayılarıda gün geçtikçe artmaktadır.  

 

Nanodolgu maddelerinin, destek özelliğine karar verilmesinde etkili ve yardımcı üç faktör 

vardır bunlar; partikül büyüklüğü, yapısı ve yüzey özellikleridir. Yukarıda bahsedilen bu 

üç özellikten dolgu malzemesinin partikül büyüklüğü en önemli etkiye sahiptir (Rothon 

,1995; Blow,1971; Dick 2001; Eirich 1978). Bahsedilen güçlendirme teriminden kasıt; 

modulusta artış ve son özellikler olarak bilinen gerilim kuvveti, yırtılma direnci ve aşınma 
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direnci ile ilgili güçlendirmeler ile malzemenin nihai performansını arttırmaktır. Dolgu 

malzemelerinin  partikül boyutu ve yapısı, yüzey alanı ve gözenekli yapı gibi karakteristik 

özellikleri (Vijayalekshmi V., 2009) vardır:  

 

Partikül boyutu: Modulus ve gerilim kuvvetindeki artış, büyük bir oranda dolgu 

maddesinin partikül boyutuna bağlıdır. Daha küçük boyutlardaki dolgular büyük 

boyuttakilere oranla bileşime daha büyük destek sağlarlar. Partikül boyutu direk olarak 

dolgunun gram başına düşen yüzey alanıyla ters orantılı olduğu için, ana yapının matriks 

fazıyla temasta olan yüzey alanındaki artış aynı oranda destekte artışa sebep olacaktır. 

Partikül boyutunu düşürmek aynı zamanda polimer-dolgu etkileşimlerini başarılı bir 

şekilde etkileyecektir. Ortalama parikül boyutuna ek olarak, aynı zamanda matriks 

fazında partikül dağılımının da yapıyı  güçlendirmede  belirgin etkileri vardır.  

Yüzey alanı: Destek derecesini belirleyen en önemli faktör, geniş polimer-dolgu 

malzemesi arayüzeyi geliştirmektir ve bu da sadece kolloidal boyutlardaki partiküllerle 

sağlanabilir. Partiküle edilmiş katının yüzey alanı partikül büyüklüğüne bağlıdır. 

Gerçekte, partiküllerin boyutları çeşitli ve genellikle küreselden farklıdır. Aynı partikül 

boyutuna sahip farklı dolgu malzemeleri; silika ve karbon siyahı örneğinde olduğu gibi 

aynı desteği sağlamazlar. Aynı zamanda, partikül şekli de küresel, kübik, prizmatik, 

tübüler, pulsu, uzun gibi farklı dolgu malzemeleri için farklılıklar gösterebilir. Küresel 

olmayan partiküller daha başarılı destek sağlayabilirler. 

Gözenekli yapı: Gözenekli yapı karbon karasının karakteristik özelliği olduğu gibi başka 

tanecikli dolgu tiplerinde de görülebilir. Yüksek derecede destek gerekmeyen 

durumlarda; Silikalar, killer, kalsiyum karbonat ve diğer mineral dolgu ve malzemeleri 

yaygın olarak kullanılır. 

Partikül yapısı: Nanokompozit bileşiminin performansında yüzey alanına ek olarak dolgu 

şekli de etkili önemli bir faktördür. Mineralin kristal formuna bağlı olarak, inorganik ve 

mineral dolgular partikül geometrisinde dikkate değer farklılılara sahiptir. Yüksek açı 

oranına sahip destek partikülünün ve onun matrikse yapışmasının,  kompozitin son 

özelliklerini kontrol edebilmek açısından büyük önemi vardır. 
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Kompozit materyalin özellikleri organik matriks ve nanodolgu maddelerinin belirli 

oranlarda karıştırılmasıyla önemli ölçüde etkilenir. Karbon karası, silikat ve diatomit gibi  

maddeler yıllardır polimer nanokompozitlerde, katkı maddesi olarak kullanılmıştır. Ancak 

dolgu maddelerinin nanometrik boyutta anlaşılabilen karakterizasyonları ve özellikleri 

uzun yıllardır anlaşılamamıştır (Guillaume et al., 2011). Nanokompozitlerle ilgili asıl 

başlangıç noktası nanodolgu maddelerinin işlevselliğinin anlaşılmasıyla başlamıştır. 

Moleküler boyutta kuvvetlendirilmiş polimerin varlığında nanokompozitler, makroskobik 

boyutta aynı yöntem ile yapılmış kompozitlere göre, iki fazlı materyaller olarak yeni bir 

oluşum gösterirler. Bu yapıda, polimer yapıları ve polimer tabakalarının arasına nüfüs 

etmiş nanodolgu maddeleri olarak iki fazlı materyaller meydana gelmektedir (Biron, 

2004; Gloaguen and Lefevre, 2007). Nanokompozitlerin özelliklerinin oluşması için temel 

olan iki parametre, nanodolgu madedesinin yayılması ve matriksle etkileşime girmesidir. 

Her iki parametre de dolgumaddesinin yuzeyinde meydana gelen kimyasal olaylardan 

etkilenir. Nanokompozitler nanodolgu maddelerine göre şu şekilde sınıflandırılırlar 

(Guillaume et al., 2011) : 

Bir boyutlu nanodolgu maddeleri: Plaka, zar, tabaka formundaki yapılar 

İki boyutlu nanodolgu maddeleri: 0.1 μm çapından daha küçük çapa sahip nanotüp ve 

nanolifler 

Üç boyutlu nanodolgu maddeleri: Nanometre boyutundaki silika boncuklar gibi eş 

boyuttaki nanopartiküller  

 

 

Şekil 2.1. Nanokompozitlerde kullanılan nanodolgu maddeleri boyutları (ISO/TS27687, 

2008) 
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En yaygın olarak kullanılan nanodolgu maddesi, doğada bol miktarda bulunduğundan ve 

yüksek biçimlendirme olanağından dolayı  killerdir.   

 

2.1.1. Killer  

Kil, ince taneli mineralerden meydana gelen ve doğal olarak oluşan hidratlaşmış 

alüminyum silikatdır. AIPEA (Association International Pour L‘ etude des Argiles) terimler 

komitesinin tanımına göre killer; toprağın doğal olarak meydana gelmiş ve ince taneli 

minerallerden oluşan kısmıdır (Alemdar, 2001). Killer, kil mineralleri, kil dışı mineraller ve 

az da olsa hayvansal ya da bitkisel artıklardan oluşan organik maddeler içeren mineral 

karışımlardır.  

Kil minerallerine, sulu silikatlar veya alüminyum silikatlar denir. Fakat bazı minerallerde 

alüminyum yerine demir veya magnezyum bulunur. Bu mineraller toprakların, 

sedimentlerin ve kayaların kolloidal fraksiyonunu oluşturmaktadırlar. Killeri kayalardan 

ayıran en önemli özellikleri, killer çok küçük boyutlu ve geniş yüzey alanlı kristallerden 

meydana gelir. Ayrıca killer yüksek adsorbsiyon özelliğine sahiptir. Killer tarihten bu yana 

ucuz maliyetleri, kolay ve bol miktarlarda bulunabilmeleri ayrıca adsorplama, plastiklik, 

katyon değiştirme ve düşük poroziteye sahip olabilme gibi özelliklerinden dolayı 

endüstride yaygın olarak kullanılmaktadırlar (Luckham and Rossi,1999). 

 

2.1.1.1. Killerin yapısı 

 

Kil mineralleri,  oktahedral ve tetrahedral yapı olmak üzere iki tip atomik kristal yapıdan 

oluşur. Kil minerallerinin kristal yapıları; bu iki tip yapının oluşturdukları örgü 

tabakalarının farklı kombinasyonlarla üst üste gelmeleri ile oluşur. Oktahedral yapı üçer 

hidroksil ya da oksijenden oluşur ve iki tabaka arasında sıkı bir şekilde paketlenmiş 

katyon (alüminyum, demir ya da magnezyum) atomu modeli sergiler. Bu yapı birimine 

gibsit adı verilir. Tetrahedral (silika) yapıda ise kenarlarda oksijen atomu bulunan bir 

düzgün dört yüzlünün ortasına bir silikon atomunun yerleşmiştir ve SiO2 olarak ifade 

edilir. Kil mineralleri, oktahedral ve tetrahedral temel birimlerinin oluşturdukları farklı 

kombinasyonlara göre sınıflandırılırlar. Oluşan tabakalar bir tetrahedral, bir oktahedral 
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ise 1:1 tabakalı, iki tetrahedral, bir oktahedral ise 2:1 tabakalı,  iki oktahedral, bir 

tetrahedral ve bir oktahedral ise 2:1+1 tabakalı olarak adlandırılır (Grim, 1953). 

 

Filosilikatlar ise iki adet tetrahedral silikat tabakasının arasına bağlanmış Al+3 veya 

Mg+2 gibi metal iyonları, hidroksil grupları ve oksijen grupları içeren oktahedral 

tabakadan oluşur (Şekil 2.2.). Silikat galerisinde meydana gelen izomorfik değişimlerden 

dolayı (Al+3‘ün Mg+2 ya da Mg+2‘nin Li+ ile) galeri içinde negatif yük açığa çıkmakta ve bu 

negatif yük yine galerilerde yer alan alkali ya da toprak alkali metallerle 

dengelenmektedir (Gianellis, 1996). 

 

 

Şekil 2.2.  Filosilikatların (2:1) atomik yapılarının ve kristal yapılarının gösterimi  

 

Killer ile ilgili yapılan ilk çalışmalar kilin minerolojik yapısı, farklı yapıdaki killerin 

sınıflandırılması, kimyasal tanımlanması, içyapısının aydınlatılması, sudaki şişme 

özelliğinin belirlenmesi ile ilgilidir. Kil parçacıklarının minerolojik yapıları anlaşıldıkça, 

killerin farklı maddeler, özellikle polimerler üzerindeki etkisi araştırılmaya başlanmıştır 

(Grim,1953; Searle and Grimshaw, 1960; Van Olphen,1977; Hoffman and Brindley, 

1960; Worrall, 1986; Okada et al., 1990). 

 

Kil parçacıklarının özelliklerinin geliştirilmesiyle birlikte 1950‘lerden itibaren kil-polimer 

kompozitleri sentezlenmeye başlanmıştır. Araştırmalar ışığında killerin katkı malzemeleri 

ile olan etkileşimleri farklı tekniklerle karakterize edilmiştir ve kil tanelerinin yüzey 

yüklerinin ve silis tabakaları arasındaki mesafelerin değiştirilmesi ile etkileşimlerinin 

değiştirilebileceği anlaşılmıştır. Killerin tabakaları arasındaki mesafenin arttırılması 

killerin başka malzemeler ile etkileşimlerini kolaylaştırmaktadır. Tabakalar arasını 
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açmanın en kolay yolu kilin değişebilir katyonlarını alkil amonyum tuzları ile 

değiştirmektir. Böylece kile ilave edilen herhangi bir malzeme kilin yüzeyleriyle olduğu 

kadar tabakalar arasına girerek kilin iç yüzeyi ile de etkileşebilir duruma gelebilecektir 

(İşçi, 2007). 

 

Killer polimer endüstrisinde, polimerin fiziksel-mekaniksel özelliklerini iyileştirmek için 

kuvvetlendirici amacıyla yaygın olarak kullanılmaktadır. Kilin polimer özelliklerini 

değiştirme etkisi, kilin partikül büyüklüğüne bağlı olan polimer matriksindeki dispersiyon 

derecesi tarafından belirlenmektedir. Bununla beraber kil yüzeyinin hidrofilik yapısı, 

organik polimer fazındaki homojen dispersiyonunu engellemektedir (Huang et al., 2001). 

Killer yüzeydeki OH gruplarından dolayı hidrofiliktirler ve bu nedenle organik 

surfektanlarla muamele edilerek modifiye edilmelidirler. Killer, değişik özelliklerde 

kompleksler oluşturmak için kuaterner amonyum katyonları gibi organik bileşiklerle 

etkileşmektedir. Organik olarak modifiye olmuş kil nanokompozitlerin hazırlanması için 

kullanılır. Organik killer; kağıtta, kozmetikte, ilaç ve boya endüstrisinde kullanılmaktadır 

(Mortland, 1970). Ağırlıkça %10 kil ilavesi mekaniksel, termal, boyutsal ve bariyer 

performansı özelliklerini önemli ölçüde arttırmaktadır. Çünkü nano ölçekte kil ve polimer 

arasındaki temas alanı oldukça büyüktür (Park et al., 2001). Ticari kil-nanokompozitler 

içinde en çok kullanılan kil tipi Montmorillonit (MMT)‘dir. 

 

2.1.1.2. Montmorillonit 

 

Montmorillonit, hektorit, saponit, formika, florohektorit, vermikalit ve kaolinitten oluşan 

tabakalı silikat ailesindendir. Damour ve Salvetat (1847) tarafından Fransa‘nın 

Montmorillon bölgesinde bulunan minerale ―Montmorillonit (MMT)‖ adı verilmiştir. 

Montmorillonit, filosilikat minerallerin smektit grubu killerine dahildir ve oktahedral 

alümina tabakasının iki tetrahedral silika tabakaları arasında sıkışmasıyla meydana 

gelen katmanlardan oluşan 2:1 tabakalı yapıya sahiptir (Chigwada, 2005). 
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Şekil 2.3. Montmorillonit simektit kilin SEM fotoğrafının şematik temsili (Carrado, 2003). 

 

Montmorillonit katmanları arasında bulunan iyonlar, inorganik veya organik katyonlar ile 

yer değişebilir ve doğal olarak hidratize durumdadırlar. Burada bulunan inorganik 

katyonlara ―Değişebilir Katyonlar‖ denir. Montmorillonit mineralinin ve diğer kil 

minerallerinin 100 gramında bulunan degisebilir inorganik katyonların, mili eşdeger molar 

kütle sayısına ―Katyon Değişim Kapasitesi‖ (K.D.K.) denir. Bu değer tabakadan tabakaya 

değişen ortalama bir değer olarak kabul edilir (Durmuş, 2006). Tabakalardaki yük 

eksikliğine ve katyonlara bağlı olarak tek veya çok tabakalı adsorpsiyon görülebilir 

(Grimshaw, 1971). 

 

Diğer tabakalı silikatlarda olduğu gibi MMT‘de doğal olarak hidrofiliktir ve çoğu polimer ile 

uyumsuzdur. Nanokompozit oluşumu ve polimer ile inorganik faz arasında etkileşimin 

olması için öncelikle yüzeyi organofilik yapmak gerekir. Montmorillonitler, polimer 

matrisinin inorganik bileşeni arasındaki olumlu etkileşimleri elde etmek için kolaylıkla 

yüzeysel olarak modifiye olabilmektedirler. Bu modifikasyon alkil amonyum gibi katyonik 

yüzey aktif maddeler ile MMT‘deki inorganik katyonların iyon değişim reaksiyonu yoluyla 

yer değiştirmesi ile gerçekleşir. Alkil amonyum iyonları silikat tabakaları arasındaki 

elektrostatik etkileşimi indirgeyerek galeriler arasına polimer difüzyonunu kolaylaştırır 

(Doh and Choa,1998). 
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Şekil 2.4. Filosilikat tabaka yapıları (Chigwada, 2005). 

 

Alkil amonyum iyonları; tabakalar arasında yerleşmiş iyonlarla çok kolay yer 

değiştirdikleri için çok yaygın olarak kullanılırlar. Alkil amonyum iyonlarının tabakalar 

arasında farklı yapılar oluşturması, kil tabakasının yük yoğunluğuna bağlıdır. Amonyum 

iyonlarının, silikat tabakaları arasında elektrostatik etkileşimi düşürmesinden dolayı 

polimerin galeri içinde dağılımı kolaylaşır (Özden, 2004). 

 

 

Şekil 2.5.Silikatlarda katyon değişimi (Zheng, 2005) 
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MMT‘de bulunan silika tabakaları arasındaki katyon degisim kapasitesi, interkalasyon, 

şişme, gözeneklilik ve katalitik aktivite gibi ilginç özellikler sunar. Özellikle yüksek şişme 

kapasitesi polimerin etkin interkalasyonu için önemlidir (Wang et al., 2004). Bugün MMT 

bu özelliklerinden dolayı tüm kil mineralleri içerisinde en çok tercih edilen malzemedir 

(Seymour and Deanin,1987). 

 

2.2. Nanokompozitler  

Kompozit malzemeler, iki veya daha fazla sayıdaki malzemelerin, en iyi özelliklerini bir 

araya toplamak ya da ortaya yeni bir özellik çıkarmak amacıyla, bu malzemelerin makro 

seviyede birleştirilmesiyle oluşan malzemelerdir. Nanokompozit malzemeler ise 1-100 

nm aralığında ultra ince inorganik taneciklerden oluşmuş yeni teknoloji malzemelerdir ve 

kompozitlerin yeni bir sınıfıdır. Nanokompozit oluşumların gelişmiş yanma geciktirici 

özellikleri, arttırılmış eğilme modülleri ve ısıl şekil değiştirme sıcaklıkları ile düşük 

geçirgenlik özellikleri avantaj sağlamaktadır. Bunun yanında, sisteme güçlenme, 

iletkenlik, sertlik gibi farklı özellikler katan materyaller de içerebilir (Chigwada, 2005). 

Nanokompozit üretimine yönelik olarak yapılan ilk öncül çalışmalar, 1993 (Usuki et al.) 

yılında yayınlanmıştır. Japonya‘da Toyota‘nın araştırma-geliştirme merkezi tarafından 

yapılan bu çalışmalarda polyamid-6-nanokil  ―hibrit‖ materyalinden bahsedilmektedir. 

Araştırmacılar, polyamid-6‗nın sentezlenmesinde sisteme ilave ettikleri kil minerallerinin 

davranışlarını incelemişlerdir ve kil minerallerinin bu organik gruplarla etkileşime girdiği 

ve polyamid-6‘nın termal kararlılığını ve mekanik dayanımını artırdığı anlaşılmıştır (Yano 

et al., 1993; Yu et al., 2004-a). Şimdi bu nanokompozit Toyota arabalarının motorlarının 

ateşleme zaman panel kapağı üretiminde kullanılmaktadır (Marco, 2000). Daha sonra 

hızla bu alanda çalışmalarin ilerlemesiyle ―nanokompozit ― terimi  (Lan and Pinnavaia, 

1994, 1995; Giannelis, 1996) çalışmalarda kullanılmıştır. Bununla beraber 

nanokompozitler ile ilgili birçok araştırma başlamıştır.  
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2.2.1. Nanokompozitlerin sentez yöntemleri  

Polimer silikat nanokompozit hazırlamak için işleme tekniğine göre kullanılan en yaygın 

üç metod vardır. Bu metodlar şu şekilde özetlenebilir (Zheng, 2005) : 

 

Eş anlı (In-situ) polimerizasyon yöntemi: Eş anlı polimerizasyon yönteminin esas 

prensibi, modifiye olmuş silikat, monomer çözeltisi içinde veya sıvı monomer içerisinde 

şişer ve monomer, silikat tabakasının boşluklarına girer. Bu kısımlarda tabakalar 

arasında polimer oluşumu (polimerizasyon) gerçekleştirilir. Polimerizasyon, uygun 

başlatıcı, maddenin eklenmesi, organik başlatıcı, ısı veya ışık ya da silikat şişirilmeden 

tabakalar arasına katyon değişimiyle yerleştirilen katalizör kullanılarak başlatılabilinir 

(Beyer, 2002). 

 

 

Şekil 2.6. Eş-anlı (In-Situ) polimerizasyon metodunun şematik gösterimi (Özden, 2004). 

 

Çözeltide polimer nüfuzu metodu: Çözeltide polimer nüfüsü metodu, in situ 

polimerizasyon metoduna benzer. Bu yöntemde, polimerin çözünür, silikatında şişebilir 

olduğu sistem temel alınmıştır ve polimer-kil nanokompozit malzemeleri sentezlemek için 

polar çözücüler kullanılır. İlk olarak kil, metil etil keton (MEK), aseton, N,N dimetil 

formamid (DMF), toluen, kloroform veya su gibi çözücülerde şişirilir ve daha sonra 

polimer çözücüde çözünerek, çözünmüş polimer karışımı şişirilen kil tabakalarına ilave 

edilir. Son olarak vakum altında buharlaşmayla çözücü ortamdan uzaklaştırılır. Bu 
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metodun avantajı; düşük polarite veya hiç polar olmayan polimerlerin kullanılmasıyla 

nanokompozit malzemelerin sentezlenebilmesidir (Beyer, 2002). 

 

 

Şekil 2.7. Çözeltide polimer nüfuzu metodu şematik görünümü (Özden, 2004). 

 

Eriyik fazda polimer nüfuzu yöntemi: Eriyik fazda polimer nüfuzu metodunun esas 

prensibi, polimer ve organofillik kilin yavaş yavaş ısıtılması ve kilin, polimer malzemenin 

arasına katılmasıyla nanokompozit malzemeyi elde etmektir. Bu yöntemde; silikat 

tabakası polimer matriksiyle karıştırılabilinir. Tabaka yüzeyleri, seçilen polimerle yeterli 

ölçüde uygun olduğunda, polimer tabaka içi boşluğa ağır ağır ilerler ve polimer, kil 

tabakalarını aralanmış tabaka yapılı (intercalated) veya dağılmış tabaka yapılı 

(exfoliated) nanokompozit şeklinde ayırır (Cao et al., 2002).  

 

Son yıllarda polimer silikat tabakalı nanokompozitlerin hazırlanmasında eriyik fazda 

karıştırma yöntemi çok kullanılmaktadır. Eriyik faz metodunun çok kullanılmasının 

sebepleri arasında, hiç çözelti kullanılmaması sayılabilir. Bu yüzden, eriyik faz yöntemi 

endüstriyel uygulamaları daha çevreci ve daha ekonomik hale getirmektedir (Ray and 

Okamoto 2003). 
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Şekil 2.8. Eriyik fazda polimer nüfuzu metodu şematik görünümü (Özden,2004). 

 

 

Nanokompozit sentezinde genel bir yöntemin bulunmamasının başlıca nedeni sistemler 

arasındaki fiziksel ve kimyasal farklılıklarla yöntemlerde kullanılan ekipmanların 

birbirinden farklı olmasıdır. Her polimer sistemi, istenilen ürün özellikleri ve proses 

verimliligine dayalı olarak farklı koşulları gereksinmektedir. Bu farklılıklardan dolayı da 

çalışmaların sonuçları birbirine eşdeğer olmamaktadır. 

 

2.2.2. Nanokompozitlerin sınıflandırılması 

Genel olarak nanokompozitler yapılarına, matrikslerine ve boyutsal özelliklerine göre üç 

sınıfa ayrılır: 

2.2.2.1. Nanokompozitlerin yapılarına göre sınıflandırılması 

Polimer/kil nanokompozitler yapısal olarak 3 sınıfta (Serge et al., 2003) incelenmektedir : 

 

Faz ayrışık mikrokompozit yapı: Kil kümeleri içine polimerin herhangi bir yayılması 

yoktur. Polimer ve organik kilin birbirine karışamadıgı durumda polimer zincirleri kil 

minareleri galerilerine nüfuz edemez ve kil minareleri yığın halde birbirine tutunarak 

mikrokompozit yapı oluşur. Bu yapıda polimer zinciri silikat lamelleri arasına 

giremediğinden dolayı silikat tabakaları arası uzaklıklarda bir değişim gözlenmez. 
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Şekil 2.9. Faz ayrışık mikrokompozit yapı (Bafna, 2004). 

 

Tabakalanmış (intercalated) nanokompozit: Tabakalanmış yapıda polimer/nanodol- gu 

tabakası oranı sabit olduğundan nanokompozitler daha çok bileşik yapısındadır. Bu 

yapıda; polimer zincirleri, nanokil minarelerinin galerine nüfuz eder ve tabakalar 

arasındaki uzaklığı artırır fakat kil minarelerinin kristal düzenleri halen tam olarak 

bozulmaz yani plakaların yakınlık ve sırası korunur. Tabakalanmış yapıda, baslangıçtaki 

nanokilin çoklu tabaka yığınının, proses koşulları ve bileşim etkilerine bağlı olarak 

genellikle daha küçük yığınlar (tactoid) halinde parçalandıgı gözlenir (Durmus, 2006). 

Tabakalanmış nanokompozitler, polimerlerin direk araya katılmaları ya da 

monomerlerinin ‗eş-anlı‘ polimerizasyonu ile sentezlenirler (Rodlert and Plummer, 2003). 

Bu malzemeler elektronik ve yük taşıma özelliklerine sahiptirler (Cao et al., 2002). 

 

 

Şekil 2.10. Tabakalanmış yapı (intercalated) (Bafna, 2004). 

 

Yapraklanmış  (exfoliated ) nanokompozit :  Yapraklanmış yapıda, polimer zincirlerinin kil 

minarelleri galerine nüfuz etmesiyle  kil tabakalarının  düzenli yığın yapısı  tamamen 

bozulur ve maksimum dağılım gösterirler. Yapraklanmış polimer/kil nanokompozitlerinin 

fiziksel özelliklerindeki iyileşmeler tabakalanmış nanokompozit yapılarına göre daha 
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fazladır. Bu nanokompozitler, polimer ve kil arasındaki büyük ara yüzey alanı ve kilin 

homojen dağılımdan dolayı üstün mekaniksel özellikleriyle dikkat çekmektedirler. 

Yapraklanmış (exfoliated) nanokompozit yapı sentezinde en çok kullanılan yöntem ‗eş-

anlı‘ polimerizasyon yöntemidir (Durmuş, 2006). 

 

 

Şekil 2.11. Tabakalı yapı (exfoliated) (Bafna, 2004) 

 

 

Şekil 2.12. Tabakalı silikatlar ve polimerler arasındaki etkileşimden açığa çıkan farklı 

nanokompozit yapıları: (a) Faz ayrışık mikrokompozit, (b) Tabakalanmış (intercaleted) 

nanokompozit, (c) Yapraklanmış (Exfoliated) nanokompozit. 
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2.2.2.2. Nanokompozitlerin matriksine göre sınıflandırılması 

 

Metal matriksli kompozitler: Metal matriksli kompozitlerde, matriks sağlam ve dayanıklı 

metal yapıdadır. Ek (ilave) maddelerle kullanılan metal matriksli kompozitler daha yüksek 

sıcaklıklarda kulanılabilirler. Ek maddeler spesifik sertlik ve dayanıklılık, aşındırma 

direnci, boyutsal istikrarlığı ve termal iletkenliği güçlendirir. Metal matriksli kompozitler, 

yüksek sıcaklıkta kullanım imkanı, yanmama özelliği gibi avantajlara sahiptir. Bunun 

yanında pahalı olması kullanım olanağını kısıtlar (Callister, 1997). 

 

Seramik matriksli kompozitler: Seramik matriksli kompozitler yüksek dayanıklılık ve 

gerilim özelliklerinden dolayı yüksek sıcaklıktaki uygulamalarda geniş bir şekilde 

kullanılırlar. Fiber yapılarda gözlenebilen gerinim özellikleri, seramik matriksli kompozitler 

kullanılarak güçlendirilir (Kaw, 2006). 

 

Polimer matriksli kompozitler: Polimerik materyaller en çok kullanılan matriks 

materyalleridir. Ama polimerik materyallerin mekanik özellikleri endüstriyel uygulamalar 

için kuvvetlendirilmelidir (Matthews and Rowlings, 1994). Polimerik matriksli kompozitler, 

tabaka, fiber veya partikül şekline sahip organik veya organik dolgu maddeleri 

kullanılarak oluştururlar (Fischer ,2003). 

 

2.2.2.3. Nanokompozitlerin boyutsal özelliklerine göre sınıflandırılması 

 

Nano yapının boyutsal özelliklerine göre (Pukánszky, 2005) nanokompozitleri 3 sınıfa 

ayırabiliriz: 

Küresel nanokompozitler (3 boyutlu ): Tüm partikül boyutlarının nanometrik ölçekte 

olduğu nanopartiküllerdir. Genelde izo-boyutsal küresel partiküller olarak geçerler ve üç 

boyutlu bir yapıya sahiptirler. Partikül-partikül etkileşimleri genellikle polimer-dolgu 

yapışmasından daha önemlidir. Bu sınıfta en çok kullanılanlar karbon siyahı, 

çöktürülmüş kalsiyum karbonat ve silikattır. Çözelti-jel (Reynaud et al., 1999) ve 

polimerizasyon yöntemleriyle direkt olarak yüzeylerinden elde edilirler (von Werne and 

Paten, 1999). 
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Lif veya tüp şeklinde olan nanokompozitler (2 boyutlu ): İki boyutunun nanometrik diğer 

boyutunun ise daha büyük olduğu yapılardır. İki boyutlu olan nanokompozitlere lifler, 

nanotüpler ya da kil kristalleri örnek olarak verilebilir (Ebbesen, 1997). Nanotüp ve 

nanolifler ileri seviyede mekaniksel ve elektriksel özelliklere sahiptirler. Karbon nano 

tüpler son derece serttirler ve çok esnektirler. Ayrıca, karbon nanotüpler karbon 

atomlarına bağlı olarak çok düzgün bir yapıya sahiptirler. Bu özellikleri, karbon 

nanotüpleri nanokompozitler için ideal kılmaktadır (Pukánszky, 2005). 

 

Silikat tabakalı nanokompozitler (1 boyutlu ): Silikat tabakalı nanokompozitlerde, dolgu 

partiküllerinin bir boyutu nanometrik ölçekteyken diğer boyutları daha büyüktür. Silikat 

tabakaları; tetrahedral ve oktahedral olmak üzere iki farkı geometrik yapıdan meydana 

gelir. Tetrahedral silikon, oktahedral ise iki veya üç değerlikli metal katyon içerir. Bu 

geometrik yapılar 1:1 veya 2:1 oranında birleşirler. Bu nanopartiküller bir ya da birkaç 

nanometre kalınlığı ile yüzlerce ya da binlerce nanometre uzunluk ve genişliğe sahip 

kağıt şeklinde maddelerdir ve bu kompozit sınıfı polimer silikat tabakalı nanokompozitler 

olarak adlandırılırlar (Pinnavaia and Lan, 2000). Bentonit, hektorit, saponit en çok 

kullanılan silikat tabakalarıdır (Beyer, 2002). 

 

                 

 

Şekil 2.13.Nanokompozitlerin boyutsal özelliklerine göre sınıflandırılması 
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2.2.3.Nanokompozitlerin özellikleri 

Polimer ve kil yada organokilden oluşan nanokompozitler çok küçük miktarlarda kil 

içerseler bile saf polimere kıyasla çok daha gelişmiş mekanik  ve elektriksel özellikler, 

termal kararlılık, düşük gaz geçirgenliği ve optik geçigenlik özelliklerine sahip olurlar (Ray 

and Okamoto, 2003; Chen et al., 2005; Messermith and Giannelis 1993; Yano et 

al.,1993). 

 

Mekaniksel özellik: Organik-inorganik hibrid kompozitler; inorganik ve organik 

bileşenlerine göre daha üstün mekaniksel özellikler gösterirler. Saf polimer malzemeler; 

öğütme, sürtme, asınma ve yırtma gibi dış etkenlerden dolayı zincirlerinin kırılmasıyla 

mekaniksel bozunmalara uğrarlar. Fakat nano yapılı malzemeler çok sağlamdır ve 

kırılmalara karşı oldukça dayanıklıdırlar. Ayrıca, yüksek elastiklik modülüne sahiptirler ve 

burkulabilir, düzleştirilebilirler (Chen-ruı et al., 2002). 

 

Elektriksel özellik: Nanokompozit malzemelerin, yapılarında bulunan iyon değiştirici 

kilden dolayı elektriksel iletkenlikleri yüksektir.  Kil, içine konulduğu polimerlerin kristalize 

olmasnı engeller ve polimerin kristalize olmaması iletkenliği arttırmaktadır. Kil tanecikleri 

yüklü ise yükleriyle iletkenliğe katkıda bulunabilirler. 

 

Termal kararlılık özelliği: Kil-polimer nanokompozitleri orjinal polimere göre daha yüksek 

camsı geçiş ve erime sıcaklıklarına, termal stabiliteye ve ateşe dayanım özellikelerine 

sahip olurlar. Polimer malzemeler yapılarındaki amorf ve kristal bölgenin varlığına göre 

ısı karşısında farklı davranırlar  ve camsı geçiş sıcaklığında (Tg) yumuşarlar. Ayrıca ısı 

sürdürülürse polimer malzeme sıvılaşır. Kristal polimerler; sert ve amorf bölgeleri 

bulunmadıgından camsı geçiş göstermezler. Camsı geçiş sıcaklığının üzerinde polimer 

zincir eğilir ve geometrisi bozulur. Fakat nanokompozit malzemelerde ise camsı geçis 

sıcaklıgı saf polimerlere kıyasla daha yüksektir.  

 

Gaz geçirgenliği özelliği: Nanokil fazının varlığı hem gazların çözünürlüğünü azaltmakta 

hem de polimerik filmde çözünen gaz moleküllerinin difüzyonunu zorlaştırmaktadır. 
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Nanokil  tabakalarının oluşturduğu zigzag difüzyon patikası, bu malzemelerle hazırlanan 

filmlerin bariyer özelliklerini geliştirmektedir (Yano et al., 1993). 

 

Optik geçirgenlik özelliği: Kil parçaçıkları, çok küçük boyutta olduklarından dolayı polimer 

matriksi içinde tek tek tabakalar halinde dağıldıklarında görünür ışıkta polimerin 

geçirgenliği ya değişmemekte veya az değişmektedir. Geleneksel kompozitlerde 

polimere ilave edilen tanecikler polimerin ışık geçirgenliğini gözle görünür oranda 

düşürürler (Pinnavaia and Lan, 2000; Ray and Okamoto, 2003). 

 

2.2.4. Nanokompozitlerin kullanım alanları  

 

Nanokompozitlerde kullanılan malzemelerin fiyatlarının düşmesi, kompozitlerin 

hazırlanmasındaki teknik zorlukların çözülmesi, üretilen yapı elemanların ağırlığının 

azalması ve bu sebeple enerji tüketiminin düşmesi ve iyileştirilen mukavemet ve ısıl 

kararlılık birlikte polimerik nanokompozitlerinin kullanımı son yıllarda artmaya 

başlanmıştır. Nanokompozitler  elektronik elemanlar, otomotiv sanayi, uçak sanayi ,enerji 

endüstrisi, biyomedikal endüstri, sağlık sektörü gibi pek çok alanda kullanılmaktadır. 

Polimerler yalıtkan malzemeler olmasına rağmen, son zamanlarda polimer matris 

içerisine iletken tanecikler katılarak elde edilen bazı iletken polimerik nanokompozitler 

geliştirilmiştir. İletken polimerlerin yaygın olarak kullanıldığı alanlar; sarj olabilen pil 

yapımı, elektronik alet (transistor, kapasitor, sensor) yapımı, iyon seçici elektrot yapımı, 

korozyon önleme, biyokimyasal analizler, foto elektrokimyasal hücreler ve elektroreolojik 

calısmalardır. Nanoteknolojinin ve polimer nanokompozitlerin en çok gelişme kaydettiği 

ve gelecekte daha büyük buluşlara imza atılacak sektörlerin başında biyomedikal 

endüstrisi geliyor. Nanokompozitlerin sağladığı birçok esnekliği kullanan biyomedikal 

endüstrisinde ve sağlık sektöründe nanokompozitler; DNA, RNA gibi biyomolekullerin 

ayrılması ve saflaştırılması, çeşitli enzimlerin immobilizasyonu, protein terapisi, kontrollü 

ilaç salınımı, protez uzuvlarda gibi birçok amaçla  kullanılmaktadır (Şen ve diğ., 2010) 

 

 



22 

 

2.2.5. Polimer/kil nanokompozitler 

Günlük yaşantımızın vazgeçilmez bir parçası olan polimerler yüksek mol kütleli 

bileşiklerdir. Polimerler, monomerlerin kimyasal bağlarla birbirlerine bağlanmaları sonucu 

oluşan bileşiklerdir (Compbell, 1994). Polimerleri elde etmek için başlangıçta kullanılan 

fonksiyonlu grupları bulunan basit moleküllere ise monomer denir. Eğer polimerler, tek 

tür monomerlerden oluşuyorsa homopolimer, iki farklı  tür monomerden oluşuyorsa 

kopolimer olarak adlandırılır (Baysal, 1994). Bir polimerik malzemenin herhangi biryerde 

kullanımının uygun olup olmadığı araştırılırken, öncelikle malzemenin mekanik ve ısısal 

özellikleri araştırılır. İstenilen özelliklere sahip polimerik malzeme elde edebilmek için 

kopolimerler sentezlenerek, istenilen yapı elde edilmeye çalışılır. Polimer-kil 

nanokompozitlere son zamanlarda olan ilgi organik-inorganik fazlar arası etkileşim 

artırılarak etkin bir karışım elde edilebilmesi ve böylece malzemelerin fiziksel ve mekanik 

özellikleri istenilen düzeye çıkabilmesinden kaynaklanır (Ray and Okamoto, 2003). 

2.2.5.1. Maleik anhidritin alternatif kopolimerleri ve nanokompozitler  

Maleik anhidrit, maleik asitteki karboksil gruplarının esterleşmesiyle oluşan bileşiktir. 

Maleik anhidrit bir reaktif monomerdir ve onun kopolimerleri de ana zincirde bulunan 

maleik anhidrid biriminden dolayı reaktif polimerler olarak anılır (Narayan, 1994). 

 

                           

 

 

 

 Şekil 2.14. Maleik anhidritin kimyasal yapısı 

Maleik anhidritin sahip olduğu fonsiyonel grupların verdiği birçok tepkime vardır. Maleik 

anhidritde bulunan çift bağlar sayesinde oluşan tepkimeler literatürde çok geniş bir 

şekilde yer almaktadır (Rzayev 1984). Anhidrit birimleri çeşitli amaçlara olanak sağlar. 
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Alkoliz/hidroliz, polariteyi ve direncin adezyon özelliklerini arttırmaya yarayan asit grupları 

ortaya çıkarabilir. Direnç tabakasının kalınlığını arttırmak için uygun amino gruplar içeren 

polimerlerle anhidrit reaksiyon verebilir. Maleik anhidrit polar yapılara tutunmayı artırmak 

için kullanılır. Reaksiyon, maleik anhidritin hidrolizinde oluşan hidroksil grubuyla tabakalı 

silikatın oksijen grubu arasında gerçekleşir (Kato et al.,1997; Lui and Wu, 2001).  Maleik 

anhidrit (MA)‘in terpolimer, kopolimer ve nanokompozitleri ticari amaçlarla kullanılan, 

düşük viskoziteli, suda çözünebilen ve yüksek fonksiyonel özellikleri olan maddelerdir. 

Maleik anhidrit kopolimerleri kaplama, yapıştırıcı, yağ katkısı, katyon değişim reçinesi ve 

diğer özel uygulamalarda kullanılmaktadır. Maleik anhidrit kopolimerleri çok kolaylıkla 

çeşitli tepkimelere katılabilir ve bu yüzden bunlar termoplastik ve termoreaktif polimer 

sentezi için çok elverişli bir başlangıç maddesidir. Anhidrit halkasının katılması ile elde 

edilen maleik anhidrid kopolimerleri fonksiyonel grup tepkimeleri tipinde çok sayıda 

tepkimelere neden olurlar (Rzayev 1984). 

Maleik anhidritin, metil vinil eter ile alternatif kopolimerleri büyomühendislik 

süreçlerindeki uygulamalarda geniş kullanım alanına sahip, önemli biyomühendislik 

polimerler sınıfına dahildir. Bu tez çalışması kapsamında, nanokompozit sentezinde 

polimer olarak poli(maleik anhidrit-alt-metil vinil eter) kopolimeri ile çalışılmıştır. 

Poli(maleik anhidrit-alt-metil vinil eter) ve  nanokompozitler 

Son zamanlarda, optimum yapı-özellik bütünlüğüne sahip bir çok özel fonksiyonlu 

biyomuhendislik polimerleri geliştirilmiştir. Biyomuhendislikte fonksiyonel kopolimerler ve 

malzemeler; enzim ve gen taşıyıcıları, enzim ve protein kompleksleri, ilaç taşıyıcıları, 

tümör hedefli ilaç taşıyıcılar, ilaç taşıyıcı sistemler, kontrollü salım sistemleri, antitümör, 

antimikrobiyal ve antiviral ajanlar, sıvı embolik ajanlar, biyomedikal polimer malzemeler, 

membran immobilizasyon sistemleri, biyomembranlar, biyokatalistler, biyosorbantlar, 

uyarıya duyarlı polimerler ve hidrojeller, biyosensörler, biyoçipler, biyorezistler ve peptid 

yada oligonükleotid sentezini gerçekleştiren ajanlar olarak kullanılıyor (Veron et al., 

1996; Ladavière et al., 1999; Chaix et al., 1998 ; Butler, 1992; Zhou et al., 1998). 

MA‘nın alternatif kopolimerleri de biyomühendislik polimer sistemleri sınıfına dahil 

olmakla beraber nükleik asit ve proteinler gibi moleküllere en çok bağlanma yeteneğinde 
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olan polimerlerdir. Poly (MA-alt-methyl vinyl ether (MVE) , poly(MA-alt-divinyl ether) ve  

poly(citraconic anhydride-alt-divinyl ether) etkin bir antitümör ajanı olarak hastalık teşhisi 

(Ladavière et al., 1999; Chaix et al., 1998) ve kemoterapide çeşitli uygulamalarda 

kullanılır (Butler, 1992). MA‘nin divinil eterli alternatif siklokopolimeri, yüksek biyolojik 

aktiviteye sahip biyomühendislik polimerleri olarak bilinirler. Antitümör, antiviral, 

antibakteryal, antifungal aktivite ajanı olarak kullanılır. Bu molekülün biyolojik etkisi 

moleküler ağırlığı ile belirlenir. Antitümör aktivitesi yaklaşık 10000, antiviral aktivitesi 

daha yüksek mol ağırlıkta ve toplam toksisitesi 30000 dolayındaki molekuler ağırlıkta 

gözlenmektedir (Butler, 1992; Volkova et al., 2002; Hirano et al., 1994). 

Zhou ve ark. PH‘a duyarlı faz ayrımlı poly(MA-co-methyl methacrylate-co-acrylic acid) ve 

poly(acrylamide-co-methacrylic acid-co-N-acryloxysuccinimide)  polimerlerinin sentezini  

ve immuneseyde kullanımlarını bildirmiştir (Zhou et al.,1998). Ladaviere ve ark. nükleik 

asit problarının çözünebilen konjugatlarının sentezi ve karakterizasyonu üzerine ve poly 

ma alt mve ile birlikte özellikle birleşme reaksiyonu ve oluşan konjugatlarin fizikokimyasal 

özellikleri üzerine bir çalışma yapmışlar (Ladaviere et al., 1999). Başka bir çalışmada ise 

kopolimer serbest amin grupları içeren oligodeoxiribonukletide bağlanmak için reaktif 

polimer olarak kullanılmıştır. Aşılama reaksiyonlari ile bu polimerlerin üzerine kovalent 

protein immobilizasyonu, arttırılmış rekombinant protein immobilizasyonunu da rapor 

etmişler (Isosaki et al., 1992). 

Lavaiere ve ark. molekullerin biyolojik etkisinin özellikle teşhis için ma gibi linear etkin 

polimerler üzerine immobilize edilebilirliğini göstermişlerdir. Bu yüzden BSA üzerine 

Manin kovalent immobilizasyonunun bir model protein olarak kullanildigini rapor 

etmişlerdir. Polimere maksimum yükleme kapasitesi her molekül zincirinde 20 BSA 

molekülü olarak bulunmuştur. Moleküler ağırlığın etkisinin immobilizasyon reaksiyonu 

üzerindeki etkiside araştırılmıştır (Lavaiere et al., 1999). 

Ticari olarak elde edilen pektinaz enzimi poly(MA-co-polyalkilenoksit) ile kimyasal olarak 

modifiye edilmiştir ve hazırlanan biyosistemin enzimatik karakteristik özellliğinin 

tamamıyle değiştiği gözlenmiştir. Bu değişimin modifiye edilen kopolimerin hidrofilikliğine 

ve modifikasyonun derecesine bağlı olarak gerçekleştiği gözlemlenmiştir (Shin-Ya et al., 
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1998) Proteinlerin, MA kopolimeri gibi, fonksiyonel polimerlere kovalent immobilizasyonu 

birçok alanda çeşitli uygulamalarda  kullanılmaktadır.  

2.2.5.2.Poli(laktik asit) ve nanokompozitler 

Son on yılda, biyomedikal ve ekolojik perspektiften dolayı, önemli bir ölçüde biyobozunur 

ve biyouyumlu polimerlere odaklanılmıştır. Genel olarak polimerler düşük üreme oranına 

sahip ve doğada kolay bir şekilde bozulmayan petrokimyasal ürünlerden üretilir. Kentsel 

atık hacminin hızlı bir şekilde artmasıyla biyobozunur polimerlere yönenilmiştir. 

Biyobozunur polimerler, plastik atıklar ve polimer üretimi için yenilenebilinir kaynak olarak 

kullanılabilir.  

 

Polylaktikler, yaralar (Taylor et al., 1994), cerrahi implantlar (Jain, 2000), doku kültürü 

(Mikos et al., 1994) ve kontrollu ilaç salımı (Park et al., 1992) gibi tıp alanındaki 

uygulamalarda  önemlidir. Bunlar ağırlıklı olarak poly(- caprolactone) (PCL), poly(lactic 

acid) (PLA), and poly-(glycolic acid) PGA dır ve bunlardan PLA doğal polyesterler 

sınıfına dahildir ve medikal implantlarda, sütürlerde, kontrollu ilaç salımında kullanılan 

önemli bir biyobozunur polimerdir. PLA yapısının yeni fonksiyonel gruplar kazanmasıyla, 

daha gelişmiş özellikler ve daha ekonomik kompozitlerin, tabakalı yapıları, kaplama 

parçalarının ve karışımların hazırlanmasında bir yol açılmıştır. PLA en çok 

biyobozunabilen, biyouyumlu, üstün termal / mekanik özellikleri, yenilenebilen kaynak 

olarak kullanılmasından dolayı ilgi çekicidir. PLA, biyomedikal alanda 1960‘ların 

başından beri kullanılmaktadır ve günümüzde tıp alanında geniş kullanım alanına 

sahiptir. PLA doğrusal, alifatik, termoplastik polyesterdir ve yenilenebilir kaynaklardan 

sentezlenir. Ayrıca hidrolitik ve enzimatik yollarla kolayca biyobozunabilirdir. Yaşayan 

organizmada biyobozunurluğunda ise PLA hidrolitik ayrışımla laktik asite dönüşerek 

karbonhidrat metabolizamsı için doğal aracı görevine sahiptir. PLA‘nın diğer polimerle 

karıştırılmasıyla veya biyobozunur ve biyobozunur olmayan plastikleştiricilerin 

kullanımda, PLA etkisinin artmasıyla birçok yeni araştırma gerçekleştirilmiştir (Pochan 

and Krikorian, 2003) PLA‘nın nihai kullanım özelliklerini PLA / tabakalı silikat 

nanokompozitler üretimiyle genişletmek için birçok çalışma yapılmaktadır. 

 



26 

 

Eski bir çalışmada Ogata ve arkadaşları, PLA matriksiyle organik kilin mikrometre 

boyutunda faz ayrımlı yapısını elde etmişlerdir. Bu yapıda silikat tabakaları, PLA 

matriksinde nanometre boyutunda dağılmamıştır. Bu çalışmadaki çözeltideki polimer 

nüfüsü yöntemiyle üretilen kompozit yapıda, organik olarak modifiye edilmiş 

montmorillonit, PLA yı güçlendirmek için kullanılmıştır (Ogata et al., 1997). Ray ve ark. 

organik modifiye edilmiş kili kullanarak eriyik fazda polimer nüfüsü yöntemiyle PLA ile 

tabakalanmış yapıda nanokompozit elde etmişlerdir. Bu çalışmalarda  kil partikulunun 

boyutunun önemi ve tabakalanmış yapıdaki tabaklar arası mesafelerde etkili olan kil 

katyon değişim kapasitesini göstermişlerdir (Ray et al., 2002). 

 

Pluta ve ark., ayrıca eriyik fazda polimer nüfüsü yöntemiyle, organokil ve Pla ile 

oluşturulan nanokompozitlerin uygulanabilirliğini göstermişlerdir. Bu çalışmalarda kil ve 

polimer matriksinin hem mikrofazda ayrılmış yapıları hem de PLA nın silikat tabakarı 

arasına tabakalanmış yapısı gözlenmiştir (Pluta et al., 2002). 

 

Krikorian ve arkadaşları PLLA/organokil nanokompozitleri yapraklanmış yapı ile 

göstermişlerdir. PLLA/modifiye edilmiş kil nanokompozitlerindeki silikat tabakalrının 

dağılımını genişletmede modifiye yapının etkisini araştırmışlardır. Organokilde kullanılan 

organik modifinin çeşitli hidrofobik özellikleri ve karışabilirlikleriyle, tabakalanmış yapıdan 

tamamıyle yapraklanmış yapıya geçildiği gözlenmiştir (Pochan and Krikorian, 2003). 

 

Depan ve ark., 2006, Laktik asit emdirilen kitosan ve tabakalı silikatların 

nanokompozitlerini hazırlamışlardır. Nanokompozitlerin hazırlanmasında; önce L-laktik 

asitin sıvı solüsyonunda kitosanı çözünmüşler, sodyum montmorillonitin dağılması 

sağlamışlar ve ardından ısıtıp filmin oluşturulması sağlamışlardır. Filmler PLA ile 

karşılaştırıldıklarında artan hidrofilisite göstermiştir ve ayrıca nanokompozitlerin saf 

kitosan-g-LA ve PLA‘ya göre daha iyi termal ve fiziksel özellikler sergilediği 

gözlemlenmiştir (Depan et al., 2006). 
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2.2.6. Polimer nanokompozitlerin yapı ve özelliklerini inceleyen analiz yöntemleri  

 

3.2.6.1. Kimyasal yapılar (FTIR, 1H NMR ve 13C NMR) 

 

Fourier dönüĢümlü kızılötesi spektroskopisi (FTIR)  

FTIR, Matematiksel Fourier Dönüşümü metodu ile bir frekans dizisinden oluşan kırmızı 

ötesi sinyalini frekanslarına ayıran ve her birini şiddeti ile gösteren işlem sonucunda 

ölçüm yapar. Organik ve inorganik bileşiklerin her ikisinde de karakter tanımlanması için 

kullanılabilir. Bu teknik, çesitli kızılötesi ışık dalga boylarının absorbsiyonunu materyalin 

yapısı itibariyle ölçme amaçlı ele alır. Bu kızılötesi absorbsiyon bantlari spesifik 

moleküler bileşikleri ve yapılarını tanımlar. 

1964‘ten beri FTIR bentonit kilin hidratasyonu ve platelerler arasındaki elektriksel çift 

katmanlı yapıların düzenlenmesi çerçevesinde kullanılmıştır. Kil plateletlerinde araya 

giren partikülü ve polimer arasındaki ilişkileri incelerken FTIR önemli olanaklar sağlar. 

Deneysel ve hesaplanan spektrumu karşılaştırarak içyapının cinsini ve yoğunluğunu 

tanımlayabilir (Aranda and Ruiz-Hitzky, 1999). 

(1H) (13C) NMR  spektroskopisi 

NMR atom çekirdeğinin kuantum mekanik manyetik özelliklerine dayanan fiziksel bir 

tekniktir. Tek sayılı proton veya nötron içeren atomlar içsel manyetik moment ve açısal 

momentuma sahiptirler, bilinen en genel atomlar hidrojen (1H) ve karbon (13C)‘dur. 

Bunun yanında diğer elementler de incelenebilir. Katı fazda polimer silikat tabakalı 

nanokompozitlerde polimer yapıların matriks olarak kullanımı NMR‘da gözlemlenmiştir 

(Van der Hart et al., 2001). PS/organo-MMT bileşiminde ise kil dispersiyon derecesinin 

ölçümünde kullanılmıştır (Bourbigot et al., 2003). 

 

2.2.6.2. Fiziksel yapılar (XRD analizleri) 

X-Ray Difraction (XRD) spektroskopisi olarak bilinen X-ışınları kırınımı spektroskopisi 

isminden anlaşılacagı üzere denilen ultraviyole ışından daha kuvvetli fakat gamma 

ışınından daha zayıf enerjili X-ışını kullanılarak yapılan analizi temel alır. Bu aletler ile 

yapılan karakterizasyonda örnek türüne göre degişik uygulamalar görülmektedir. X-ışını 

kırınım difraksiyonu, silikat tabakalarının dagılımı hakkında kantitatif bilgiler verir. 
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Dağılmış tabaka yapılı (Intercalated) sistemlerde, tabakalar periyodik olarak 

düzenlenmiştir. Bu nedenle silikat tabakaların yansıması (reflection) x-ışını kırınımı 

difraksiyon modelinde incelenir. Silikat galerisine polimer girisi artarsa, kil tabakaların 

temel açıklıgı (d-açıklıgı) artar ve silikat piki yön degistirir. Bundan dolayı tabakaların 

ayrımında periyodiklik azalır ve bu da silikat piki yogunlugunu düşürür. Dağılmış tabakalı 

(exfoliated) sistemlerde, silikat tabakaları, polimer matriksinde rastgele dağılmıştır ve x-

ışınımı modelinde silikat piki izlenemez (Zhu et al., 2001). 

 

2.2.6.3. Yüzey ve iç morfolojileri (SEM ve TEM analizleri) 

Taramalı elektron mikroskobu (SEM) analizi 

Taramalı elektron mikroskobu ışık yerine elektronların kullanıldıgı bir mikroskoptur. Bir 

örnek parçasının yüzeyini ya da içini elektronlar yardımı ile gösteren büyüteçlere elektron 

mikroskobu denir. Taramalı elektron mikroskobu maddeleri üç boyutta görüntülemeyi 

sağlar. Bir taramalı elektron mikroskobunda akım ince tel üzerinden geçer ve tel 

elektronları yayacak kadar ısıtılır. SEM‘in ana bileşenleri lens sistemi, elektron silahı, 

elektron toplayıcı, görsel ve kaydedici katot ışın tüpleri ve elektronlardır. Elektronlar 

yüksek voltaj (1-30kV) uygulandıgında hızlanır, elektron sinyali elektromanyetik lenslere 

odaklanır (Wiley, 1971). SEM‘de yüksek çözünürlük, çok iyi odaklanmış kısa dalga 

boylarındaki elektron ışınlarının madde yüzeyinden geçmesi ve saçılmış ya da ikincil 

elektronların gözlenmesiyle sağlanabilir(Wiley, 1993). 

 

Geçirimli elektron mikroskobu (TEM)  

TEM, biyoloji, tıp, madde bilimleri ve yeryüzü bilimlerinden elde edilen örnekleri 600.000 

kez büyüterek içyapılarını görüntüler. TEM yüksek elektron ışını saçan bir katod ve 

düzenleyici bir manyetik lensten oluşur. Kısmen iletilen elektron ışınları çok ince olan katı 

numunenin (50–200 nm) içyapısı ile ilgili bilgiler verir. Daha sonra seri halindeki manyetik 

lenslerle CCD (yüklü-çift cihaz) kamerasina benzer florasan ekran, fotografik ekran ya da 

hassas sensörlere çarpana kadar büyütülür ve son olarak da bir monitör ya da 

bilgisayarda görüntülenir. TEM, XRD bilgilerini doğrudan elde etmek gibi bir metotla 

karşımıza çıkmakta ve düşük büyütmelerde ek olarak polimer içindeki kil yığınını kontrol 



29 

 

edebilmektedir. Düşük büyütmeler kilin saflığı ve kuvars gibi tabakalaşmamış 

partiküllerin varlığını da kontrol etmemizi sağlar (www.mri.psu.edu). 

 

2.2.6.4. Termal davranıĢları (DSC ve TGA-DTG) 

Diferansiyel tarama kalorimetresi (DSC)  

Diferansiyel taramalı kalorimetre, polimerik malzemelerin ısıl analizleri için en üstün 

tekniktir. Diferansiyel taramalı kalorimetrenin çalışma prensibi; aynı sıcaklık alanı 

etkisinde bulunan referans malzeme numuneye enerji girişi farkının ölçümüne 

dayanmaktadır. Test sırasında genellikle sistemin sıcaklığı zamanın fonksiyonu olarak 

lineer biçimde arttırılır. Geçiş (transition) sırasında numune aniden ısı absorplar, eklenen 

ısı sensör tarafından bulunur. Bulunan sonuç DSC eğrisinin tepe noktasıdır. DSC ile 

polimerik malzemelerin geçiş sıcaklığı, reaksiyon ısısı, geçiş ısısı ve ısı kapasitesi 

belirlenir. DSC kullanımının en önemli avantajlarından biri hızıdır. Ayrıca çok küçük 

numunelerin dikkatli ölçümleri için uygundur (Işık, 2005).  

EĢzamanlı termogravimetrik analiz (TGA) ve diferansiyel termal gravimetrik (DTG) 

analizleri  

TGA / DTG eşzamanlı bir tekniktir. Örneğin, ağırlık değişimini ve referans ile arasındaki 

sıcaklık farkını kontrollü bir sıcaklık programı kullanarak ölçer. 

 

2.3. Lakkaz ve Yapısı   

Biyoteknolojik işlemler, endüstriyel kullanımına yönelik ürünlerin sentezini, geliştirilmesini 

ve yeni teknolojilerin doğa ve çevre bilimlerine adaptasyonunu kapsar. Biyoteknolojik 

yöntemler ile farklı türde enzimlerin büyük miktarda minumum maliyetle sentezi mümkün 

olmuştur.  Canlı hücreler tarafından sentezlenen enzimler, protein yapıdaki biyolojik 

katalizörlerdir ve biyokimyasal tepkimelerin kontrolünü sağlarlar. Yüksek derecede seçici 

olan enzimler, biyokimyasal reaksiyonların gerçekleşmesi için gerekli olan aktivasyon 

enerjisini düşürerek reaksiyonların dengeye ulaşma süresini kısaltırlar (Öner, 2003). 
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Canlı organizmalarda çok önemli metabolik görevleri olan enzimler artık farklı endüstriyel 

amaçlar için kullanılmak üzere günlük hayata girmişlerdir. Enzimleri endüstriyel işlemler 

için daha ilgi çekici hale getiren birçok özellik vardır.  Endüstride üretilen ve kullanılan 

enzimlerin çoğu mikroorganizmalar tarafından sentezlen- mektedir. Mikrobiyal enzimlerin 

biyolojik proseslerle sentezlenmeleri ve farklı malzemelere tutturularak daha kararlı  bir 

yapı oluşturmaları, enzimatik işlemlerin kimyasal işlemlere göre  çevreye daha az zarar 

vermesi, kimyasal proseslere göre daha kolay koşullarda ve düşük maliyette 

gerçekleştirilebiliyor olması  sonucunda  enzimlerin  deri ve deterjan endüstrileri, tekstil 

ve atık giderme, işlemlerinde kullanılma oranlarının zaman içerisinde artması  enzimlerin 

endüstriyel alanda tercih edilmesinde temel sebeplerindendir (Kirk at al., 2002). 

Spesifiklikleri, uygun şartların kolay sağlana- bilmesi, yüksek aktiviteleri, yüksek 

verimlilikleri ve protein yapılarından dolayı biyolojik olarak parçalanabiliyor olmaları 

sebebiyle enzimler organik sentezlerde, tıbbi testlerde, eczacılıkta, deterjanlarda, kimya 

endüstrisinde, gıda üretimi ve fermantas- yonda, tarım ve ziraat alanlarında 

kullanılmaktadır. 

Ekolojik kirliliğe neden olan yıkılması zor çok sayıda organik bileşiği beyaz çürükçül 

funguslar, hüre dışı ligninolitik enzim sistemleri sayesinde indirgeyebilirler. Lignin ve renk 

gidermek amacıyla kullanıdığı bilinen en yaygın beyaz çürükçül fungus türleri; 

Phanerochaete chrysosporium, Trametes (Coriolus) versicolor ve Funalia trogii‘dir. Son 

dönemlerde endüstriyel uygulamalardan en yaygın olarak tekstil endüstrisinde, boyar 

maddelerin ağartılmasında yer alan üç fonksiyonel enzimin Lignin peroksidaz (LiP), 

Mangan peroksidaz (MnP) ve H2O2 bağlı peroksidazlar olduğu belirtilmiştir. Diğer bir 

enzim ise sadece belirli türler tarafından üretilen bir hücre dışı enzim olan 

lakkazdır(Beilen and Li, 2002). Lakkazlar mavi bakır proteinleri olarak bilinmelerine 

rağmen yaygın olarak polifenol oksidazlar olarak tanımlanırlar. Polifenol oksidazlar ise 

son elektron alıcısı olarak moleküler oksijen içeren aromatik bileşikleri oksitleyebilme 

özelliğine sahip enzimlerdir (Mayer, 1987).  
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Lakkazlar ilk olarak 1883 yılında Yoshida tarafından tanımlanmış ve daha sonra 1895 

yılında Bertrand tarafından metal içeren oksidaz olarak karakterize edilmiştir. Bu durum 

lakkazı tanımlanan en eski enzimlerden biri yapar. Lakkazın molekül ağırlığı 70 kDa‘dır  

(Feng, 1996; Sakurai, 1992). Lakkazlar mavi çoklu bakır oksidaz ailesinin, moleküler 

oksijenin 4 e– ‗unun suya indirgenmesini katalizleyebilen bir üyesidir. Mole- küler 

oksijenin indirgenmesi indirgen substratın 1e– oksidasyon ile sağlanır (Piontek et al., 

2002). Lakkazlar aromatik aminler, syringaldazine ve nonfenolik bileşikleri de radikaller 

haline yükseltgeyebilirler (Li et al., 1999; Bourbonnais et al., 1997). Bununla birlikte, sırf  

fenolik ve metoksifenolikasitleri değil dikarboksilik asitleri de metoksi gruplarına etki 

ederek yükseltgerler (Gianfreda et al., 1999). 

Lakkaz holoenzimi; monomer, dimer hatta tetramer olarak bile bulunabilir. Lakkaz 

enzimlerinde aktif olan her bir lakkaz proteini katalitik aktivite gösterebilmek için en az 4 

bakır atomu içerir. Bunlar 3 redoks merkezi şeklinde dağılmışlardır ve Tip1 (T1), Tip2 

(T2), Tip3 (T3) bakır olarak gösterilirler. Bakır atomları lakkazın katalitik aktivitesinde 

önemli görev alırlar. Bu reaksiyonlar üç ana basamakta (Mester and Tien, 2000) 

meydana gelirler:  

1. İndirgen substratın kendisi yükseltgenirken T1 bakırını indirger. 

2. Açığa çıkan elektron T1 bakır bölgesinden üç çekirdekli olarak kümelenmiş T2 ve T3 

bakır bölgelerine taşınır. 

3. Üç çekirdekli olarak kümelenmiş T2 ve T3 bakır bölgesinde moleküler oksijen suya 

indirgenir. 

Kinetik ve  spektroskopik T1 ve T2 bakır atomlarının elektron alımını ve T2 ile T3 bakır 

atomlarınında oksijen bağlanmasını içerdiğini göstermiştir (Mester and Tien, 2000). 

Yaklaşık olarak 500 amino asitten oluşan lakkazın  optimum sıcaklık aralıgı 40-80oC 

arasında ve optimum pH aralığı ise 3,0-7,5 arasında deşiklik göstermektedir. Lakkaz 

enzimleri için en önemli parametrelerden birisi pH‘dır. Bunun sebebi ise aktivitelerinin 

pH‘a bağımlı olmasıdır. Fenolik substratlarda lakkaz enzimlerinin pH bağımlılıklarının çan 

eğrisi şeklinde olduğu görülür (Xu, 1997). Bilinen birçok lakkaz enziminin kökeni, başarılı 
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bir lignin parçalayıcısı olan beyaz-çürükçül funguslardır. İyi bilinen lakkaz üreticileri 

arasında Podospora anserina, T. versicolor, Polyporus ostreatus, Neurospora crassa 

(Froehner and Eriksson, 1974), A. bisporus (Wood, 1980), Botrytis cinerea (Marbach et 

al., 1984), Pleurotus ostreatus (Sannia et al., 1986), Phlebia radiata (Niku-Paavola et al., 

1988), Coriolus (Trametes) polyporus (Rogalski et al., 1991), Pycnoporus cinnabarinus 

(Eggert et al., 1996), Chaetomium thermophilum (Chefetz et al., 1998) ve Coprinus 

cinereus (Schneider et al., 1999)  gibi çok sayıda fungus bulunmaktadır. Beyaz çürükçül 

funguslar küresel karbon döngüsünün düzenlenmesinde çok önemli bir rol 

oynamaktadırlar (Hatakka, 1994). Beyaz çürükçül funguslardan Trametes versicolor, 

ağaçların gövdesinde yaşar ve karbon gereksinimini karşılamak için ağaç kabuğunu 

degrade eder. Bu sebeple; fonksiyonları ağaç kabuğunu parçalamak olan lakkaz, 

mangan peroksidaz ve lignin peroksidaz gibi çeşitli enzimleri salgılamaktadır.  Bu 

yetenekleri sebebiyle lakkaz türevi enzimler, endüstriyel proseslerde de sıklıkla 

kullanılmaktadır. Trametes versicolor bugüne kadar lakkaz sentezleyen funguslardan en 

çok çalışılmış olanıdır ve lakkaz hakkında bilinen çoğu bilgiye bu şekilde elde edilmiştir 

(Call and Mucke, 1997). 

Lakkazlar, farklı substitiye fenolik bileşikleri, aromatik aminleri ve bazı durumlarda 

inorganik bileşikleri bile moleküler oksijeni kullanarak oksitleyebilmektedirler. Lakkaz 

enzimlerinin çok geniş bir yelpazedeki substratlar üzerinde aktivite gösterebilme 

yeteneği, son dönemlerde lakkaz enzimlerinin biyoremidasyon, tekstil boyalarında renk 

giderimleri, kâğıt hamurunun biyolojik olarak beyazlatılması, ortamdan klor 

uzaklaştırılması gibi farklı biyoteknolojik uygulamalarda biyokatalizör olarak tercih 

edilmelerine yol açmıştır. Lakkazlar organizmaların immünitesinde, patojenitesinde, 

morfogenezinde ve pigmentasyonunda görev alabildikleri gibi humik asit ve lignin gibi 

karmaşık organiklerin moleküllerin de metabolize edilmesinde de görev alabilirler. 

Tekstil endüstrisinde dünyadaki boyar madde üretiminin yaklaşık 2/3‘ü kullanmaktadır 

(Riu et al., 1998) ve ürünlerin işlenmesini sağlayan yaş işlemler sırasında büyük 

miktarlarda su ve kimyasal madde harcanmaktadır (Zollinger, 2002). Kimyasal 

yapılarından dolayı bu boyalar suya, ışığa ve çeşitli kimyasal oksitleyici ajanların sebep 

olduğu renk solmalarına oldukça dirençlidirler (Poots and  McKay, 197). Bu boyaların 
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çoğunun renk giderimlerini sağlamak da fazlasıyla zordur. Bununla birlikte yüksek 

çeşitliliğe sahip olan bu boyalarının hepsini aynı işlemler kulanarak parçalamak veya 

renk giderimlerini sağlamak da mümkün değildir. Bazı durumlarda bu boyaların 

reaksiyon ürünleri kendilerine göre toksik olabilir (Spadaro et al., 1994). Bu durumlarda 

tekstil boyası içeren atıkların işlenmesinde fiziko-kimyasal yöntemler yerine enzimatik 

yöntemler tercih edilmektedir. Tekstil boyalarının enzimatik parçalanması veya 

ağırtılması lakkaz v.b. ligninolitik enzimlere dayanmaktadır. Lakkaz enzimlerinin, mangan 

peroksidaz ve lignin peroksidaz enzimlerine kıyasla kolay uygulanabilirlikleri ve aromatik 

yüksek çeşitlilikteki bileşiklerin parçalanmasında kullanılabilmek için uygun olmaları 

sebebiyle, lakkaz içerikli boya giderme yöntemlerinin iyileştirilmesi  lakkazların, 

günümüzde kullanılmakta olan sentetik tekstil boyaların da içinde olduğu (Couto et al., 

2004) geniş çeşitlilikteki boyaları parçalayabilmedeki başarısından dolayı ilgi çekici bir 

çözüm olarak görülmektedir (Kasinath et al., 2003; Abadulla et al.,  2000, Blánquez et 

al., 2004). 

2.4. Ġmmobilizyon ve Ġmmobilizasyon Yöntemleri 

Endüstriyel uygulamaların çoğu sulu çözeltilerde gerçekleşir. Bu süreçlerde, katalizör 

olarak kullanılan serbest enzim, substart çözeltisi ile karıştırılır ve ortamda oluşan 

üründen sonra enzimlerin aktivitesini yitirmeden geri kazanılması oldukça zor ve pahalı 

bir süreç gerektirir. Bu yüzden serbest enzimlerin, sürekli üretim süreçlerinde de 

kullanılması çok zordur. Ayrıca reaksiyonda kullanılan enzim, reaksiyon ortamından 

istenilen anda uzaklaştırılamaz ve bu yüzden reaksiyonun kontrolü serbest enzim 

kullanılığında çok zordur. Serbest enzimlerde görülen bu dezavantajları ortadan 

kaldırmak için pek çok metot denenmektedir, immobilizasyon bu amaçla kullanılan en 

basarılı yöntemlerden biridir. İmmobilizasyon (tutuklama), enzimlerin katalitik aktivitelerini 

kaybetmeden sürekli ve defalarca kullanımlarını saglamak üzere, fiziksel veya kimyasal 

olarak bir destek materyali üzerine tutturulması olarak tanımlanır (Wong et al., 1994). Bir 

katıya tutundurularak, üzerinden geçen substratların ürünlere dönüşmesini sağlayan 

enzimlere immobilize enzimler denir. Enzim immobilizasyonu, enzimin katalitik aktivitesi 

devam ederken, hareketinin önemli ölçüde kısıtlandıgı bir yöntemdir (Bickerstaff, 1997). 

Enzimler suda çözünmeyen bir desteğe immobilize edilerek hem defalarca 
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kullanılabilirler hem de sürekli sistemlerde uygulanabilirler. Bu sayede, önemli miktarda 

ekonomik kazanç elde edilir. Günümüzde pek çok immobilize enzim endüstride 

kullanılmaktadır (Karadağ, 2001). Özellikle son 30 yılda enzim immobilizasyonu üzerine 

araştırlamalar yoğunlaşmış olup bu alanda yapılan yayınların sayısı yıldan yıla 

artmaktadır. Genel olarak immobilizasyon uygulamaları enzim sistemleri haricinde, 

uygun destek materyallerine ilaç, protein, mikroorganizma, bitki ve hayvan hücreleri, 

biyosensör ve biyoreaktör uygulamaları ve kontrollü ilaç salınım sistemlerinde yaygın bir 

sekilde kullanılmaktadır (Mosbach, 1976). 

 

Tarihte ilk enzim immobilizasyonu 1916 yılında Nelson ve Griftin tarafından adsorpsiyon 

yöntemiyle yapılmıştır. Nelson ve Griftin sakkarozu hidroliz etmek için maya invertazını 

(E.C.3.2.1.26) [9001-57-4]  mangal kömürüne adsorbe etmişlerdir. Bu gelişmenin 

ardından fizyolojik aktif proteinlerin çesitli taşıyıcılara immobilizasyonu üzerine çok çesitli 

raporlar yayınlanmıştır.  

 

İmmobilizasyon işlemiyle bir destek materyaline tutundurulmuş enzimin, serbest enzime 

göre; birçok kere kullanılabilmesi, sürekli sistemlerde uygulanabilmesi, enzimin istenildiği 

anda ortamdan uzaklaştırılabilmesi ve reaksiyonun hızlı bir şekilde durdurulabilmesi, 

reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklaştırılabilmesi, doğal enzime kıyasla daha 

kararlı olması, çevre koşullarına (pH, sıcaklık v.b.) karşı daha dayanıklı olması, atık sıvı 

miktarını azaltması, maliyeti düşürmesi, enzimin yarılanma ömrünü uzatması ve enzimin 

oluşan ürünü kirletmemesi gibi birçok avantajı vardır (Aksoy, 2003; Mosbach, 1976; 

Zaborsky, 1973). Bunun yanında immobilize enzimlerin immobilizasyon işlemi boyunca 

enzim aktivitesinin azalması veya kaybolması olasılığı, çok basamaklı immobilizasyon 

işlemlerinde enzim kararlılığını sınırlayabilmesi ve enzim taşıyıcılarının maliyeti yüksek 

olması gibi bazı dezavantajları da vardır (Durante at al., 2004; Trevan, 1980). 

 

Enzim immobilizasyonunda kullanılacak olan destek materyalinin önemi büyüktür. Uygun 

olarak seçilen bir destek materyali, üzerine immobilize edilen enzimin aktifliğini 

korumasını sağlar ve işlemsel kararlılığını artırır (Dumitriu et al., 1988; Carr et al., 1980). 

Destek materyaline bağlanmada enzim molekülünün protein yapısından yararlanılır. 
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Enzim molekülü üzerindeki fonksiyonel gruplar bağlanmada etkilidir. İmmobilizasyonda 

kullanılacak destek materyallerinde aranan bazı özellikler; geniş yüzeysel alan, hidrofilik 

karakter, suda çözünmeme, gözenekli yapı, mekanik dayanıklılık, kimyasal ve termal 

dayanıklılık, yüksek tutuculuk, mikroorganizmalara karşı dirençli olma, ucuzluk, 

zehirsizlikdir.Enzim immobilizasyonunda destek olarak doğal ve sentetik birçok organik 

ve anorganik materyaller (Çizelge 2.1.) kullanılmaktadır (Kaetsu et al., 1979).  

 

 

Çizelge 2.1. Enzim immobilizasyonunda kullanılan bazı destek materyalleri (Kaetsu et  

al., 1979) 
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2.4.1. Ġmmobilizasyon yöntemleri 

En genel anlamda üç tür enzim immobilizasyon yöntemi vardır, bunlar; Taşıyıcıya 

bağlama, çapraz bağlama ve tutuklama yöntemleridir (Telefoncu, 1986; Wiseman, 1975; 

Hartmeier, 1968). 

 

Şekil 2.15. Enzim immobilizasyon yöntemlerinin sınıflandırılması (Telefoncu, 1986; 

Wiseman, 1975; Hartmeier, 1968 ). 

 

2.4.1.1. TaĢıyıcıya bağlama yöntemi 

Tasıyıcı baglama metodu en eski immobilizasyon yöntemidir, enzimlerin suda 

çözünmeyen taşıyıcılara kovalent bağlar, iyonik bağlar, fiziksel adsorpsiyon veya 

biyospesifik etkileşimler ile bağlanmasına dayanan bir yöntemdir. Bu yöntemde baglanan 

enzimin miktarı ve immobilizasyon sonrası enzimin aktivitesi tasıyıcının yapısına bağlıdır. 

Taşıyıcı seçiminde; partikül büyüklüğü, toplam yüzey alanı, hidrofilik grupların hidrofobik 

gruplara oranı ve taşıyıcının kimyasal bileşimi gibi ölçütler esas alınır (Tanaka and 

Kawamoto, 1999). 

 

 Enzimin baglanmasına göre bu yöntem üç alt sınıfta incelenmektedir: 

a. Fiziksel Adsorpsiyon 

b. İyonik Bağlanma 

c. Kovalent Bağlanma 
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Fiziksel adsorpsiyon yöntemi 

Fiziksel adsorpsiyon yöntemi, enzimin katı matriks üzerinde fiziksel adsorpsiyonuna  

dayanır. Fiziksel adsorpsiyon yöntemi en eski ve basit immobilizasyon yöntemidir 

(Nelson and Griffen, 1916). Daha çok suda çözünmeyen tasıyıcılarda adsorpsiyon 

yönteminin immobilizasyonda kullanılmaktadır. Fiziksel adsorbsiyon yönteminde; yüzey 

aktif suda çözünmeyen bir taşıyıcının enzim çözeltisi ile karıstırılır ve enzimin 

bağlanmayanı yıkanarak ortamdan uzaklastırılır. Fiziksel adsorbsiyon ile immobilizasyon 

yöntemi, proteinin yüklü grupları ile destek materyalinin karsıt yükleri arasındaki çekim 

kuvvetlerine dayanır. Bu yöntemde, immobilizasyondan sorumlu kuvvetler taşıyıcı ve 

enzim arasındaki hidrojen bağları, Van der Waals kuvvetleri ve hidrofobik etkileşmelerdir 

(Chen et al., 1996). Fiziksel adsorpsiyon yönteminde pH, çözücü, iyon siddeti, enzim-

adsorban oranı ve sıcaklık gibi faktörler etkilidir. En çok kullanılan taşıyıcılar; aktif 

karbon, nisasta, anyon ve katyon degistiricili reçineler, sentetik polimerler, silikajel ve 

killer, alumina, gözenekli camlar ve seramiklerdir (Uhlig, 1998). 

 

Adsorpsiyonun en büyük avantajı genellikle hemen hemen hiç bağ ajanına ihtiyaç 

duymaması ve aktivasyon basamaklarının minimum olmasıdır. Enzim immobilizasyon 

işleminin basit şekilde gerçekleşir ve enzim aktiviteleri üzerine olumsuz etkileri olmaz. 

Değişik biçim ve yükteki taşıyıcıları seçme olanağı sağlar. Baglanma fiziksel kuvvetlerle 

olduğu için enzimin konformasyonel yapısında daha az değişikliğe neden olur. Uygun bir 

taşıyıcıyla bu metot basit ve ucuz bir şekilde uygulanabilir. Ayrıca bu yöntemde kullanılan 

taşıyıcı yenilenerek tekrar kullanılabilir (Bickerstaff, 1997). 

 

Fiziksel adsorpsiyon yöntemi bazı dezavantajlara sahiptir. Enzim taşıyıcıya zayıf bağlarla 

bağlanır ve bundan dolayı enzim, reaksiyon ortamına kaçarak ürünü kontamine edebilir. 

Optimum immobilizasyon koşulların saptanması güç olabilir çünkü fiziksel etkileşimler 

iyonik bağlardan daha zayıftır ve enzim, sıcaklık ve çözünen madde derişimi gibi 

çevresel faktörlere karşı daha duyarlı durumdadır. Fiziksel adsorpsiyonda bağlanma 

spesifik değildir, immobilizasyon esnasında protein olmayan maddeler ya da diğer 

proteinler de taşıyıcıya bağlanabilir. Bunun sonucunda immobilize enzimin özellikleri 

değişebilir (Bickerstaff, 1997). 
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Kovalent bağlama yöntemi 

 

Enzim ile suda çözünmeyen aktifleştirilmiş destek arasında kovalent bağ oluşumu 

enzimlerin immobilizasyonu için oldukça sık kullanılan bir tekniktir. Bu yöntem enzimin 

suda çözünmeyen bir taşıyıcıya kovalent olarak bağlanmasına dayanmaktadır. 

Genellikle bağlanma, enzimin nükleofilik grubuyla taşıyıcının fonksiyonel grubu arasında 

gerçekleşmektedir. Baglanmada rol alan fonksiyonel gruplar; amino grubu (NH2), 

karboksil grubu (CO2H), sülfhidril grubu (SH), hidroksil grubu (OH), imidazol grubu, 

fenolik grup, tiyol grubu, treonin grubu ve indol grubudur (Uhlig, 1998). Kovalent 

baglanmada enzim ve tasıyıcı arasındaki baglar diger immobilizasyon yöntemlerindekine 

göre daha kuvvetlidir. Bu teknik enzim türevlerinin kararlı olmasını sağlar ve enzimin 

çözeltiye geçmesini engeller (Carr  and Bowers, 1980). Ayrıca enzim taşıyıcının üzerine 

tutturulmuş olduğundan, immobilize edilmiş enzim substratla çok kolay bağlantı kurabilir. 

 

Kovalent bağlanma ile immobilizasyon iki basamakta gerçekleştirilir. Birinci basamak 

taşıyıcının aktifleştirilmesi, ikinci basamak enzimin kovalent bağlanması şeklindedir. 

Taşıyıcı; hidroksil, karboksil, amino, tiyol gibi fonksiyonel gruplar taşımalıdır. Bu 

fonksiyonel grupların yapısına bağlı olarak epiklorhidrin, glutaraldehit, karbodiimit, 

siyanürik klorür gibi çeşitli aktifleyici maddeler kullanılabilir (Doğan, 2008). 

 

Ġyonik bağlama yöntemi 

İyonik bağlanma metodu, enzimin iyon değiştirici ajanlar içeren ve suda çözünmeyen bir 

taşıyıcıya iyonik olarak bağlanması esasına dayanır. Prosedür çok basittir ve taşıyıcının 

yenilenmesi ve enzimin tekrar kullanılabilirliği daha yüksektir. İmmobilizasyon koşulları 

yumuşak koşullarda gerçekleştiğinden konformasyonel yapısında ve aktif bölgelerinde 

çok az değişiklik gözlenir. İyonik bağlanmada enzim ve taşıyıcı arasındaki bağlar; fiziksel 

adsorpsiyona göre daha güçlü, kovalent bağlanma yöntemindeki bağlara kıyasla daha 

zayıftır (Chibata et al., 1972) . 
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Şekil 2.16. Enzim immobilizasyon yöntemlerinin şematik olarak gösterilmesi (Telefoncu, 

1986) 

 

 

2.4.1.2. Çapraz bağlama yöntemi 

Enzimlerin immobilizasyonu diğer protein moleküllerine ya da çözünmez bir taşıyıcı 

üzerindeki fonksiyonel gruplara olabildiği gibi proteinin moleküller arası çaprazlanmasıyla 

da sağlanabilir. Bu yönteme çapraz bağlanma yöntemi denir. Çapraz bağlanma ile 

enzimlerin immobilizasyonu çok basit olmasına rağmen enzimlerdeki özel fonksiyonel 

grupların çapraz bağlayıcı olarak kullanılabilmesi için gereken şartların seçimi ve 

oluşturulması zordur (Sanjay ve Sugunan, 2006). 

 

Çapraz bağlayıcı olarak enzim immobilizasyonunda kullanılan çok fonksiyonlu maddeler, 

diazobenzidin, 1,5-diflor-2-4-dinitro benzen, glutaraldehit, klorformat, karbonildiimidazol, 

heterosiklik halojenürler, bioksiranlar, divinilsülfonlar, p-benzokinon, geçiş metal iyonları 

epiklorhidrinler, triklor-s-triazin, hekzametilen diizosiyanat, 2,4- diizotiyosiyanotoluendir 

(Gürsel et al., 2003). 
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2.4.1.3. Tutuklama yöntemi 

Bu yöntem, polimerik matriks yapısında veya yarı geçirgen membranlarda 

mikrokapsülleme ve miseller ile enzimin hapsedilmesine dayanır (Arıca ve Hasırcı, 

1987). Enzim sulu monomer veya polimer çözeltisinde çözülür. Polimer oluşumu ve/veya 

çapraz bağlanma ısıyla, gama radyasyonu veya UV ışınları ile başlatılır ve oluşan 

hidrofilik polimer içinde enzim hapsedilir (Arıca ve Hasırcı, 1987). Bu yöntem, her çeşit 

enzimi, diğer biyokatalizörleri, bütün hücreleri veya farklı çaptaki mikroorganizmaları 

hapsetmek için kullanılabilir (Dumitriu, 1988).Tutuklama yönteminde sadece tek bir 

enzimin değil çoklu enzimlerin, hücresel organeller de immobilize edilebilinir. Ama bu 

yöntemde tasıyıcıların yeniden elde edilmesi çok zordur ve yüksek molekül agırlıgındaki 

substratlar enzime zorlukla tutunurlar (Tanaka and Kawamoto, 1999).  

Tutuklama yöntemi beş ana grupta sınıflandırılabilir: 

Kafes (polimer martikste tutuklama); Enzimler, polisakkarit, protein ve sentetik gibi çeşitli 

polimerlerden birinin jel matriksi içine tutuklanır (Tanaka and Kawamoto, 1999). Enzim 

molekülleri fiziksel olarak polimer matriksi içerisinde tutulur ve jel matriksin dışına 

çıkamaz, fakat substrat ve ürün bu matriks yapısınına sürekli olarak girip çıkabilir. 

Mikro kapsül tipi; Bu yöntem enzimlerin çesitli sekillerdeki yarı geçirgen membranlar 

içerisine konularak kaplanmalarıyla gerçeklestirilir. Mikrokapsülleme yönteminde her- 

hangi bir kimyasal bağlanma olmadığından enzim aktifliği serbest enzim aktifliğine 

yakındır. (İnam et al., 2001). 

Lipozom tipi; Bu yöntemde enzim, fosfolipitlerden hazırlanan sıvı membranlarda 

tutuklanırlar. 

Membran tipi; Enzimler, reaksiyon çözeltisinden mikroultrafiltrasyon membranlarıyla 

ayrılırlar. (Tanaka and Kawamoto, 1999).  

Ters misel tipi; Ters misel tipinde biyokatalizör, yüzey aktif madde ile bir organik 

çözgenin karışımı ile oluşturulan ters miseller içine tutuklanmıştır (Tanaka and 

Kawamoto, 1999). 
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İmmobilizasyon yönteminin seçiminde öncelikle enzimin bağlanacağı destek mater- 

yalinin yapısı dikkate alınmalıdır (D‘Souza and Godbole, 2002). Başarılı bir 

immobilizasyon için aşağıdaki faktörler göz önünde bulundurulmalıdır: i. Destek 

materyalinin mekanik özellikleri ii. Enzimin, reaksiyon kosullarında kararlı olması. iii. 

Çapraz bağlayıcı ajanın, enzimin aktif ucuna nüfuz etmemesi için olabildiğince büyük 

olması. İiii. immobilizasyonda, bağlanmamış enzimi uzaklaştırmak için uygulanan işlemin 

enzimi etkilememesi, iiiii.  immobilize enzimin bazı kimyasal tepkimelerde devamlı 

katalizör olarak kullanılması durumunda immobilizasyon yöntemini seçmeden önce 

tepkimenin doğası göz önünde bulundurulmalıdır (Mosbach, 1976). 

 

2.5. Ġmmobilizayon ile Ġlgili ÇalıĢmalar 

 

Yeşilada ve Özcan tarafından yapılan çalışmada;  Trametes versicolor  kültürü 

kullanılarak,  Orange II boyasının renk giderimi çalışılmıştır. Renk giderim hızının mantar 

kültür süzüntüsünün üreme evresine bağlı olarak değiştiği gözlenmiştir (Yeşilada and 

Özcan, 1998). 

 
D‘Annibale, A. ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada; Lentinula edodes 

kullanılarak elde edilen lakkaz, zeytinyağı fabrikalarında atık sulardaki fenollerin 

uzaklaştırılması üzerine çalışılmıştır. Çalışmada lakkaz, glutaraldehit ile çapraz 

bağlanma ve adsorpsiyon yöntemiyle kitosan üzerine immobilize edilmiştir.  Optimum 

pH, serbest ve immobilize enzim için 4,0, optimum sıcaklık sırasıyla 50 oC ve 60 oC, Km 

değerleri sırasıyla 77 μM ve 256 μM olarak bulunmuştur  (D‘Annibale, et al.,1999). 

 
D‘Annibale ve arkadaşlarının yaptığı başka bir çalışmada ise yine Lentinula edodes‘ten 

elde edilen lakkazın atık sulardaki fenol bileşikleri üzerine etkilerini incelenmiştir. 

Çalışmada lakkaz, Eupergite adsorbsiyon yöntemi ile immobilize edilmiştir ve kinetik 

parametreler incelenmiştir. Serbest lakkazın Km sabiti 0,07 mM dan, Eupergite 

immobilize edildiginde 0,15 mM‘a artarken, Vmak değerinin 1,9x10-2 mM.dak-1 den 

7,6x10-3 mM.dak-1 e düştüğü gözlenmiştir (D‘Annibale et al., 2000) . 
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Abadulla ve ark.  tarafından yapılan bir çalışmada Trametes hirsuta ‗dan elde edilen 

lakkaz enzimi ile triarylmethane, indigoid, azo ve anthraqinonic boyaların renk giderimini 

ve boyaların toksisitelerinin azaltılmasına etkisini  araştırmışlardır. Membran reaktör 

sistemi kullanarak enzim, alüminyum üzerine immobilize edilmiştir. Yapılan bu çalışma 

sonucunda anthraqinonic boyaların biyoreaktör sisteminde %80 oranında toksisitesinin 

azaldığı ve anthraqinonic ve indigo carmine (Acid Blue 7)‘nin azo boyalardan 2 kat daha 

hızlı parçalandığı gözlenmiştir (Abadulla et al., 2000). 

 
Lante, A. ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada, Plerotus ostreatus‗dan elde 

edilen lakkaz, adsorpsiyon yöntemi ile polietersülfon membrana immobilize edilmiştir. 

İmmobilize enzimin atık sulardaki farklı fenol türevlerini uzaklaştırmasını araştırılmıştır. 

Siringaldazin substrat olarak kullanılmıştır. Çalışmada, serbest enzim için optimum pH 

6,3 immobilize enzim için ise optimum pH 6,6,  optimum sıcaklık ise serbest enzim için 

40 oC immobilize enzim için ise 35 oC olduğunu bulmuşlardır. Enzimin bağlanma 

kapasitesini de %40 bulmuşlardır (Lante et al., 2000). 

 
Freire, R.S. ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada Trametes versicolor‘dan elde 

edilen lakkazın immobilizasyonu adsorpsiyon ve kovalent bağlanma yöntemi ile 

yapılmıştır ve enzim aktifleştirilmiş karbon fiber mikro elektrotlar üzerine immobilize 

edilmiştir. Substrat olarak katekol kullanılmıştır ve optimum pH  5,0 olarak bulunmuştur. 

Ayrıca, immobilize lakkazın aktifliğini 2 ay süresince koruduğunu belirlemişlerdir (Freire 

et al., 2001). 

 

Ramsay ve Nguyen tarafından yapılan bir çalışmada ise Trametes versicolor tarafından 

üretilen lakkaz kullanılarak; Amaranth, Tropaeolin, R.blue 15, Congo red, R.Black 5, 

Cibacran Brilliant Red 36-P, Cibacron Brilliant Yellow 3B-A ve Remazol Brilliant Blue R 

boyaları üzerindeki renk giderimi etkisi araştırılmıştır.  Analizler sonucunda Cibacron 

Brilliant Red 36-P, Cibacron Brilliant Yellow 3B-A ve Remazol Brilliant Blue R boyalarının 

renklerinin kısmen giderildiği ve Amaranth, Tropaeolin O, Congo Red, R.blue 15 ve 

R.black 5‘in sırasıyla 3,5; 24,8; 22; 20 ve 48 saat sonra renklerinin tamamen giderildiği  

belirtilmiştir (Ramsay, 2002). 
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Dodor, D. E. ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada ise, Trametes versicolor‘dan 

elde edilen lakkazı kaolinit üzerine immobilize etmişler ve polisiklik aromatik hidro 

karbonların (PAH ) uzaklaştırma çalışmaları yapılmıştır. Optimum pH‘ı 4,5 serbest 

enziminin optimum sıcaklıgını 40 oC, immobilize enzimin ise 60 oC olduğunu tespit 

etmişlerdir ve ayrıca  4 oC de 4 ay depolandığında serbest enzimin aktifliginin %90 ını 

koruduğunu, immobilize enzimde ise 4 oC de 90 gün depolama sonunda aktifliginde 

kayıp olmadığını belirlemişlerdir (Dodor et al.,2004). 

 

Hu, X. ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada ise,Trametes versicolor’ dan elde 

edilen lakkaz, adsorpsiyon ve kovalent bağlanma yöntemi ile silika nanopartiküller ve 

kaolinit üzerine immobilize edilmiştir. Substrat olarak ABTS‘yi kullanmış ve iki 

immobilizasyon yönteminin de optimizasyon çalışmaları yapılmıştır. Kaolinit üzerine 

kovalent bağlanma ile immobilize edilmiş enzimin optimum pH sı 5,5 optimum sıcaklığı 

50 0C, nanopartikül üzerine kovalent baglanma yöntemiyle immobilize edilmiş enzimin 

optimum pH sını 6,0 optimum sıcaklığını ise 45 oC olarak belirlemişlerdir (Hu et al., 

2007). 

 

Xiao, H. ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada ise Pcynoporus sanguineus’ dan 

elde edilen lakkaz kullanılmıştır ve lakkaz gutaraldehit ile amin sonlu nanokompozitlere  

çapraz baglanmıştır. İmmobilizasyon iki basamakta gerçekleşmiştir; birinci basamakta 

çapraz baglanma kosulları ikinci basamakta ise enzimin nanokompozitlere kovalent 

baglanması kosulları incelenmistir. Ayrıca lakkazın 5 kez art arda kullanımından sonra 

aktifliginin %80 ini korudugunu tespit etmislerdir ( Xiao et al., 2006). 

 

Güngörmedi ve ark. tarafından yapılan bir çalışmada ise Trametes versicolor‘in kuru 

biyokütlesi kullanılmıştır ve Reaktif Red 198 boyarmaddesinin biyosorpsiyonu 

çalışılmıştır.çalışmada  biyosorpsiyon için optimum koşullar belirlenmiştir.Çalışma 

sonucunda optimum pH 2,0, optimum  biyokütle miktarı 0,4 g, optimum başlangıç 

boyarmadde konsantrasyonu 75 mg/l, optimum temas süresi 20 dk, optimum çalkalama 

hızı 100 r.p.m., optimum sıcaklık 35°C olarak tespit edilmiştir ve optimum koşullarda en 

yüksek %92,57 verim elde edilmiştir (Güngörmedi ve ark., 2009). 
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3.MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1. Deneyde Kullanılan Kimyasallar ve Mikroorganizmalar 

Poli(metil vinil eter-alt-maleik anhidrid) (mw:2.400.000, 1.980.000, 1.080.000, 216.000), 

Reaktif oktadesil amin-montmorillonit (ODA-MMT),  Poli(laktik  asit) (PLA), Dioksan ve 

1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimit (EDAC) Sigma-Aldrich(ABD) firmasından 

temin edilmiştir. Nutrient broth, Nutrient agar, Todd Hewitbroth Difco (ABD) firmasından 

temin edilmiştir. Boyar madde (reaktif red 5) Sarar Tekstil A.Ş.‘den temin edilmiştir. 

 

E.coli, Staphlococcus aureus ve Trametes versicolor (ATCC200801) Eskişehir 

Osmangazi Üniversitesi, Biyoloji Bölümü, Mikrobiyoloji Anabilim  Dalından temin 

edilmiştir. 

 

3.2. Yöntem  

Sunulan tez kapsamında yapılan deneysel çalışmalar, aşağıda verilen 6 ana grup 

altında incelendi:  

 Poli(maleik anhidrit-alt-metil vinil eter) /oktadesil amin montmorillonit (Poli(MA-alt- 

MVE)/ODA-MMT) nanokompozit sentezi,  

 Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanokompozit karakterizasyonu, 

 Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanokompozitinin, farklı molekül ağırlığına sahip 

saf kopolimerlerin ve organo silikatın antimikrobiyal ve antitümör etkisinin araştırılması 

 Trametes versicolor‘dan lakkaz enziminin sentezlenmesi, 

 Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanokompozite lakkaz immobilizasyonu ve 

optimizasyon koşullarının incelenmesi, 

 Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanokompozitine immobilize edilmiş lakkaz ile 

―Reactive Red 5‖ boyar madde renk gideriminin ve optimizasyon koşullarının 

incelenmesi. 
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3.2.1. Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanokompozit sentezi 

Farkli çözücüler kullanılarak sentezlenen poli(maleik anhidrit-alt-metil vinil eter)/ODA-

MMT nanokompozitlerle ile ilgili açıklayıcı bilgiler verildi. 

 

Nanokompozitlerin sentezi iki yöntemle; interkalasyon/yapraklanma ve interlameller 

aşı(graft) kopolimerizasyonu metodlarıyla yüzey katları oktadesil aminle modifiye edilen 

organik montmorillonit ODA-MMT eşliğinde çeşitli reaksiyon şartlarında gerçekleştirildi. 

 

3.2.1.1. Çözücü olarak polilaktik asit kullanılarak poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT 

nanokompozit sentezi  

Reaksiyonda kullanılacak kopolimer, kütlesinin %1 olacak şekilde alınarak çözücü 

(polilaktik asit) içerisinde magnetik karıştırıcı ile 3 saat karıştırıldı. Daha sonra bu 

çözücü içerisine kopolimer miktarının, kütlece % 3.2‘si kadar ODA-MMT, silikat 

tabakalarının açılması ve çözünen polimer zincirlerinin tabakaların arasına daha iyi 

girmesi için damla damla eklendi ve magnetik karıştırıcı ile 3 saat daha karıştırılmaya 

devam edildi. Bazı deney koşullarında kopolimer ve organo silikat beraber tepkimeye 

sokulmadan önce agregasyon oluşumu azaltılmak için oda sıcaklığında ultrason 

banyosunda (Transsonic 470, Elma, Germany) 10, 20 ve 30 dakika olmak üzere 

bekletildi. Reaksiyondan alınan sıvı karışım fazla metanol ile çöktürüldü. Karışım 9000 

rpm‘de 15 dakika santrifuj edildi. Elde edilen yapı, vakumlu etüvde 40oC‘de 1.2 psi 

basınçta 24 saat boyunca kurutuldu. Sentezlenen nanokompozit %75,7 verimlilikte ve 

kırık beyaz renkli ve toz haline getirilebilir olarak elde edildi.  

 



46 

 

 

Şekil 3.1. Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanokompozitinin (PLA ortamında) genel sentez 

şeması. 

 

3.2.1.2. Çözücü olarak 1,4 dioksan kullanılarak poli(MA–alt-MVE)/ODA-MMT 

nanokompozit sentezi  

Sentezde kullanılan kopolimer, önceki çalışmada olduğu gibi kütlesinin %1 olacak 

şekilde alındı ve bu çalışmada çözücü olarak 1,4 Dioksan kullanılıp magnetik 

karıştırıcıda oda sıcaklığında 3 saat reaksiyona tabi tutuldu. Sonra içerisine kopolimer 

miktarının kütlece %3.2‘si kadar ODA-MMT damla damla eklenip, magnetik karıstırıcı ile 

4 saat daha karıştırıldı.  

Reaksiyondan alınan sıvı karışım, fazla metanol ile çöktürüldü ve 9000rpm‘de 15 dakika 

santrifuj edildi.  Nanokompoziti, diğer safsızlıklardan ayrıştırmak için de dietil eterde 
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yıkandı. Elde edilen yapı, vakumlu etüvde 40oC de 1.2psi basınçta 24 saat boyunca 

kurutuldu. Sentezlenen nanokompozit %10 verimlilikte olup, açık sarı renkli ve toz 

haline getirilebilir olarak elde edildi. 

 

      

Şekil 3.2. Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT dioksan ortamında nanokompozitinin genel 

sentez şeması. 

 

3.2.1.3. Çözücü olarak fosfat tamponu kullanılarak poli(MA–alt-MVE)/ODA-MMT 

nanokompozit sentezĠ  

0.1 M Fosfat Tamponu (K2HPO4- KH2PO4) ile hazırlanan nanokompozit yapılar 

antimikrobiyal test, antitümör aktivite ve immobilizasyon çalışmaları için kullanıldı. 0.1 M 

kullanılarak pH:7,4 olan fosfat tamponu ile hazırlandı ve pH 7,4 olarak ayarlandı. 

Hazırlanan çözücünün bir kısmı içerisine reaksiyonda kullanılacak kopolimer, kütlesinin 

%1 olacak şekilde katılıp ve eş zamanlı olarak çözücünün geri kalanın içerisine 
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kopolimer miktarının kütlece %3.2‘si kadar ODA-MMT eklendi.  Sonra her iki çözeltide 

magnetik karıştırıcı ile 24 saat karıştırıldı. 24 saatlik süre sonunda kopolimerin 

bulunduğu çözelti şeffaf ve viskozitesi düşük bir karışım oluşumu gözlendi. Organo 

silikatın bulunduğu karışım ise viskozitesi daha yüksek, kırık beyaz renkli olarak izlendi. 

Daha sonra kopolimerin bulunduğu çözücü içerisine ODA-MMT karışımı damla damla 

eklenerek oda sıcaklığında magnetik karıstırıcı ile 48 saat kadar karıstırıldı. Süre 

sonunda silikat tabakalarının açılması ve çözünen polimer zincirlerinin tabakaların 

arasına girmesi nedeniyle kırık beyaz renkli bir yapı gözlendi. Karıştırma işlemlerinin bu 

kadar uzun olmasının sebebi koplimerin inorganik bir çözücüde uzun sürede çözünmesi 

ve çözünen kopolimerin organo silikat tabakaları arasına inorganik çözücü olan fosfat 

tamponunda uzun sürede nüfus etmesinin saglanmasıydı. Reaksiyondan alınan sıvı 

karısım fazla metanol (%80) ile çöktürülmesiş yapıldı. Çökmeyen kısım olasılığıona 

karşın da metanol içerisinde bulunan karışım 9000rpm‘de 15 dakika santrifuj edildi. 

Sonra 48 saat 25 0C‘de1,2 psi basınçta vakumlu etüvde bekletildi. Elde edilen ve 

kurutulan nanokompozit %87 verimliklikte olup sarı renkli, sert ve kırılgan özelikteydi.  

 

3.2.2. Sentezlenen nanokompozitlerin karakterizasyonu 

 

3.2.2.1. Kimyasal yapılar (FTIR, 1H NMR  ve 13C NMR) 

 

FTIR spektroskopisi 

Bu çalışmada sentezlenen nanokompozitlerin analizleri Schimadzu, DR 811 marka 

Kyoto, Japonya FTIR spektrofotometresi ile gerçekleştirildi. Analizler 4000-400 cm-1 

dalgaboyu aralığında ve 4 cm-1 çözünürlükte yapıldı. Test örnekleri belirli oranlarda KBr 

ile toz halinde karıştırılarak hazırlandı. 

(1H) (13C) NMR spektroskopisi 

Bu çalısmada NMR spektroskopisi için kullanılan sistem BRUKER 400mhz / 54mm 

Ultrashield Standard, Almanya NMR sistemdir. 

 



49 

 

3.2.2.2. Fiziksel yapılar (XRD analizleri) 

 

Çalışmadaki analizlerde XRD-Rigaku D/MAX/2200-PC (Cu= 1,54059 Ao ) Bilecik 

Üniversitesi Merkezi Araştırma Laboratuarındaki  cihazla yapıldı. 

 

3.2.2.3. Yüzey ve iç morfolojileri (SEM ve TEM analizleri) 

Taramalı elektron mikroskobu (SEM) analizi 

Çalışmada sentezlenen nanokompozitlerin SEM görüntü çalışmaları Bilecik Üniversitesi 

Merkezi Araştırma Laboratuarındaki JEOL JSM-6060LV model taramalı elektron 

mikroskobu ile yapıldı. 

 

Geçirimli elektron mikroskobu (TEM) analizi 

Çalışmamızda kullanılan JEOL JEM-2100F TEM, Orta Doğu Teknik Üniversitesi 

Merkezi Laboratuvarından yararlanıldı. 

 

3.2.2.4. Termal davranıĢları (DSC ve TGA-DTG)  

EĢzamanlı termogravimetrik analiz (TGA) ve diferansiyel termal gravimetrik (DTG) 

analizleri 

Çalışmada yapılan eşzamanlı termogravimetrik ve Diferansiyel Termal Gravimetrik 

analizler DSC-DTG Setaram Instrumentations Labsys Caluire, Fransa) analizöründe, 

azot gazı atmosferinde, 100C/dk ısı aktarım hızında gerçekleştiridi. 

DSC analizi 

Çalısmada gereksinim duyulan polimerlerin ve nanokompozitlerin DSC analizleri 

Shimadzu - DSC-50 ile azot gazı atmosferinde gerçekleştirildi. 
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3.2.3. Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanokompozitlerinin antimikrobsal ve 

antitümöral etkilerinin araĢtırılması 

 

Deneyde kullanılan saf organo silikatın (ODA-MMT)  ve farklı molekül ağırlığındaki saf 

kopolimerlerin molekül ağırlığı, karşılaştırılmalı antimikrobsal etkisi ile laktik asit  ve 

fosfat tamponu ortamında sentezlenen nanokompozitlerin, antimikrobsal etkileri 

araştırıldı. 

 

Fosfat tamponu ortamında sentezlenen nanokompozitin ayrıca antitümöral etkisi için 

MCF-7 meme kanseri hücre hattı kullanıldı.  

 

3.2.3.1. Antimikrobsal etkinin incelenmesi 

 

Farklı molekül ağırlığına sahip saf kopolimerler, ODA-MMT ve sentezlenen poli(MA-alt-

MVE)/ODA-MMT nanokompozit yapının antimikrobiyal aktivite testi, disk difüzyon 

metodu ile belirlendi (Denizci, 1996;Çolak, 2006). Çalışmada patojen suş 

Staphylococcus aureus, 121oC‘de 15 dakika sterilize edilen Todd Hewitt Broth (%3, 

pH:7.8) sıvı besiyerine 25ml/100ml Erlenmayer ve bulanıklığı Mc farland 0,5‘ e olacak 

şekilde ekimi yapılmış, inkübatörde 24 saat 37oC‘ de inkube edildi. Antimikrobsal etkinin 

katı besiyerinde de izlenmesi amacıyla hazırlanan ve etiketlenen nutrient agar 

petrilerine bulanıklığı yine Mc farland 0,5‘ olacak şekildeki bakteri kültüründen 0,1 ml 

alınarak steril cam baget çubukla ve nutrient agarlı petrilere yayılması yapılıp 

inkübatörde 35-37oC‘ de inkübe edildi.  

 

Farklı molekül ağırlığına sahip saf kopolimerler ODA-MMT ve sentezlenen poli(MA-alt-

MVE)/ODA-MMT nanokompozit yapılarının, antimikrobiyal testi için, fosfat tamponu ve 

poli(laktik asit) (PLA) içinde çözüldü ve steril milipor filtrasyonun ardından 15 dakikada 

süreyle tekrar ultraviole ışına maruz bırakıldı. Küçük petri kutusuna, 6.0 mm çapında 

Whatman No.1 filtre kağıdından diskler yapılarak otoklav sterizasyonu yapıldı. Disklere 

steril anokompozit sıvısından 20 mikrolitre olacak şekilde emdirilerek etüvde kurumaya 

bırakıldı. Diskler steril ortanda ve pensler kullanılarak Staphylococcus aureus ekilen 
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nütrient agarlı petrilere yerleştirilerek 35-37oC‘ de 24 saat süre ile inkübasyon yapıldı. 

Süre sonunda kağıt disk çevresinde oluşan clear (bakterinin ürenmediği alan) zonların 

çapları ölçülerek ve kontrol petri kutularındaki (bakteri bulunmayan) kağıt disk çapları 

dikkate alınarak antimikrobsal aktivite araştırıldı. Kontrol grubu petrilerdeki kağıt 

disklere, aynı koşullarda deneyin amacına göre  20 mikrolitre steril fosfat veya polilaktik 

asit emdirildi. 

 

 

3.2.3.2. Antitümöral etkinin araĢtırılması 

 

Fosfat tamponu ortamında sentezlenen nanokompozitlerinin, MCF-7 kanser hücre hattı 

üzerindeki sitotoksik etkisi WST-1(stabil tetrazolyum tuzu) metodu ile tesbit edildi. 

Üretilen Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanokompozitler steril fosfat tamponu (pH:7.4) ile 

hazırlanmış ve 15 dakika ultraviyolet (UV)  ışığına maruz bırakılarak sterilizasyon işlemi 

yapıldı. 

 

İlk aşamada MCF-7 kanser hücrelerinin 48 well platelere her bir kuyucuğa 10x103 hücre 

düşecek şekilde ekimi yapılmış, sonra kuyucuklara sıvı ortamda bulunan nanokompozit 

bileşikler 6.25, 12.5, 25, 50, 100 ve 200 µg/ml olacak şekilde pipetlenmiş ve 48 saat 

inkübe edilmiştir. Çalışmada her bir bileşik üç tekrarlı çalışılmıştır.  Kontrol grubu olarak 

48 saat sonunda sadece medium kulanılan her kuyucuğa 15 μl WST-1 çözeltisi ilave 

edildi. 37 ºC‘de 4 saat inkübasyondan sonra, hücre canlılık tespiti için 48 kuyucuklu 

platelerin O.D yoğunluk değerleri, ELISA plate okuyucuda 420-480 nm‘de yapıldı. WST-

1 toksisite testinde yaşayan hücreler sarı renk oluştururken, ölü hücrelerde renk 

oluşumu gözlenmedi. 

 

 

 

 

 

 



52 

 

3.2.4. Lakkaz enzimi sentezi 

 

Deneysel çalışmalarımızda fenol oksidaz grubu enzimlerden lakkaz bakımından 

oldukça potent Trametes (Coriolus) versicolor ATTC 200801 fungus suşu kulanıldı. Stok 

kültürler Malt Extract Agar (Difco) katı besiyerine yapılıp ve çalışmalarda kullanılmak 

üzere +4 ºC‘de muhafaza edildi. Aktifliğini kaybetmemeleri için stok kültürler her 4-6 

haftada yatık malt extract agara transfer edildi. Deneyin amacına göre 28 ºC‘de 1-2 

günlük inkübasyondan sonra çalışmalarda kullanıldı. 

 

Lakkaz enziminin üretimi için modifiye-edilmiş Vogel Minimal besiyeri kullanıldı (Çiçek 

H. 2000). Besiyerinde kullanılan iz element stok çözeltisi (g/100 ml) :  Sitrik asit.H2O: 

2,5 g, ZnSO4: 2,5 g, Fe(NH4)2(SO4)2. 6H2O: 0,5 g, CuSO4. 5H2O: 0.125 g, 

MnSO4.H2O:0.025 g, H3BO3: 0.025 g, H3P(Mo3O10). H2O: 0.025 g olacak şekilde 

hazırlanıp milipore filtrasyonla steril edildi. Vogel ana stok çözeltisi ise (g/100 ml) : 

Sodyum sitrat: 15 g, KH2PO4: 25 g, NH4NO3: 10 g, MgSO4. 7H2O: 1,0 g, CaCl2. 2H2O: 

0,5 g olacak şekilde hazırlandı. Modifiye Vogel Minimal besiyerini hazırlamak için Vogel 

Ana Stok çözeltisine  % 1,0 oranında stok iz-element çözeltisi ve % 2 oranında glukoz 

eklendi. Besi yerinin pH‘sı konsantre HCl ile 4.7‘ye ayarlandı. 500 ml /1000 ml Erlen-

mayer olacak şekilde hazırlana besiyerleri otoklavda (110  oC de 1.5 atmosfer basınçta, 

25 dakika) sterilize edildi. Milipor filtrasyaonla (0.45 µ delik çaplı, Millipore Co.)sterilize 

edilmiş stok thiamin çözeltisinden bu besiyerine son konsantrasyonu % 0.1 olacak 

şekilde  eklendi.   

 

Besiyerlerine miçelyum suspansiyonları ekimi için, yatık stok malt-agarlı fungus şusuna 

20 ml steril serum fizyolojik eklenerek homojenitesi sağlandı. Ekim, steril koşullarda 20 

ml miçelyum-supansiyonu/500 ml besiyeri olacak şekilde yapıldı. Lakkaz üretimi için 

kültürler 30oC‘de, 150 r.p.m çalkalama hızına ayarlanmış çalkalamalı-inkübatörde 10 

gün süreyle inkübe edildi. İnkübasyon süresi sonunda fungus biyokitlesi, kültür 

sıvısından filtrasyonla (Whatman No:3) yöntemiyle ayırıldı.  Elde edilen kültür filtratları 

çalışmalarda enzim kaynağı olarak kullanıldı.   
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3.2.5. Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanokompozitlere enzim immobilizasyonu ve 

optimizasyon koĢullarının incelenmesi 

 

Kovalent ve fiziksel yöntemle lakkazın kompozite bağlanma durumu uv-visible 

spektrometre (Schmadzu 1240) ile ölçülerek karşılaştırıldı. Deney şartları her iki 

yöntemde pH: 5.0, 30 dakika süre ve 37oC sıcaklıkta gerçekleştirildi. Fiziksel bağlan- 

mada nanokompozit ve enzim doğrudan etkileşime sokulurken, kovalent bağlanma 

yönteminde nanokompozit önce EDC(1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimit) ile 

etkileştirilerek enzim ilavesi yapıldı. Reaksiyon sonunda her iki yöntemde de immobilize 

yapılar, 7000 rpm‘de 15 dakika santrifüj edilerek çöktürüldü. Süpernatantın,  UV- visible 

spektrometrede, asetat tamponuna karşı 280 nm‘de O.D‘leri alındı.   

İmmobilizasyon deneyleri kesikli sistem olarak yapıldı. 4,0 ml Poli(MA-alt-MVE)/ODA-

MMT nanokompozit çözeltisine, lakkaz enzimi denge süresi boyunca 30 dakika, 200 

rpm rotasyonel şekilde karıştırıldı. Fiziksel adsorpsiyonla lakkaz immobilizasyonu için 

optimum pH, lakkaz enzimi başlangıç derişimi, süre ve sıcaklık araştırıldı. Daha sonra 

immobilize enzim ile reaktif red 5 boyar madde renk giderimi ve optimizasyon 

çalışmalarına geçildi. 

MA-alt-MVE nanokompozitlerine lakkaz immobilizasyon kapasitelerinin belirlenmesinde 

aşağıdaki eşitlik kullanıldı:  

q= [(C
o
-C)V]/m                                                          (3.1) 

Burada q, birim nanoyapı üzerine adsorplanan lakkaz kütlesini (mg/g); C
o 

ve C sırasıyla, 

nanoyapılar ile lakkazın etkileştirilmeden önceki ve sonraki derişimlerini (mg/mL); V, 

hacmi (mL); m, deneylerde kullanılan nanoyapı kütlesini (g) göstermektedir. 
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3.2.5.1. Lakkaz kalibrasyon eğrisinin hazırlanması 

Lakkaz kalibrasyon eğrisini hazırlamak amacıyla 0,005mg/ml, 0,01mg/ml, 0,02 mg/ml, 

0,03 mg/ml, 0,04 mg/ml, 0,05 mg/ml lakkaz çözeltileri, 0,1 M ve pH: 4.5 sodyum asetat 

tamponu kullanarak hazırlandı. Örnek çözeltiler 10 dakika 37oC etüvde (Edmund Bühler 

Gmbh, Germany) bekletildikten sonra uv-görünür bölge spektrofotometresinde 280 nm 

Optik yoğunluklar (O.D.) okundu. Kalibrasyon grafiği lakkaz derişimlerine karşı 

absorbans değerleri kullanılarak yapıldı. 

 

 

3.2.5.2. Ġmmobilizasyon koĢullarına pH etkisi 

Enzim immobilizasyonunda ortam pH‘sının etkisini belirlemek amacı ile pH 3,5 - 5,5 için 

4,0 ml-0,1 M Asetat tamponu, pH 6,0-7,4  için ise 4,0 ml  0,1M Fosfat tamponu içine 

2,5x10 -3 g nanokompozit ilave edilerek 30 dakika süreyle, 37°C‘de ve 200 r.p.m. 

çalkalamalı hızda  tabi tutuldu. Optimum pH‘ın hesaplanması için 3.2.5‘teki eşitlik 

kullanıldı. 

 

 

3.2.5.3. Ġmmobilizasyon koĢullarına baĢlangıç lakkaz konsantrasyonu etkisi 

Enzim immobilizasyonunda lakkaz konsantrasyonunun imobilizasyon üzerine etkisini 

araştırmak amacıyla, lakkaz konsantrasyonu 0,005-0,01-0,025-0,05-0,075-0,1-0,15 

mg/ml olacak şekilde, önceden belirlenen tüm deney koşulları (pH:4.5, nanokompozit 

miktarı 2,5x10-3 g, immobilizasyon süresi 30 dakika, 37°C‘de ve 200 r.p.m. karıştırma 

hızında) sabit tutulmak kaydı ile gerçekleştirildi ve 3.2.5‘teki eşitlik kullanılarak optimum 

lakkaz konsantrasyonu hesaplandı.  
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3.2.5.4. Ġmmobilizasyon koĢullarına sıcaklık etkisi 

Ortam sıcaklığının immobilizasyona etkisini belirlemek için 4-20-30-37-50-60oC‘lerde 

denendi. Daha önceden yapılan koşullar sabit (pH:4.5, nanokompozit miktarı 2,5x10-3 g, 

immobilizasyon süresi 30 dakika, 37°C‘de ve 200 r.p.m. karıştırma hızında) tutularak, 

3.2.5‘teki eşitlik yardımıyla optimum sıcaklığın hesaplanması yapıldı. 

 

3.2.5.5. Ġmmobilizasyonda temas süresi etkisi 

Nanokompozit yapı ile lakkaz enziminin immobilizasyon aşamasında temas süresinin 

etkinliği araştırıldı. Bu amaçla 5-10-20-30-45-60-90-120 dakikalarda Daha önceden 

yapılan koşullar sabit  (pH:4,5, nanokompozit miktarı 2,5x10 -3g, immobilizasyon süresi 

30 dakika, 37°C‘de ve 200 r.p.m. karıştırma hızında) tutularak, optimum temas süresi 

hesaplanması için 3.2.5‘teki eşitlik kullanılmıştır. 

 

3.2.5.6. Serbest ve immobilize enzimin aktivitesinin tayini  

Kültür ortamı sıvılarında lakkaz aktivitesi ölçümleri Taşpınar ve Kolankaya (1998) 

tarafından kullanılan yönteme göre yapıldı. Yöntem gereği reaksiyon tüplerine 1mM 

Guaikol (Sigma Co.) içeren 5mL Na-asetat tamponu (50 mM, pH 4,6) ve 0,1 mL enzim 

kaynağı konuldu. Kontrol tüplerde enzim kaynağı olarak kaynatılarak enzim aktivitesi 

ortadan kaldırılmış kültür sıvıları kullanıldı. Tüpler 37 oC‘de 15 dakika inkübe edildi.  

İnkübasyon sonrası reaksiyon tüplerindeki absorbans (optik dansite: O.D.) değişmeleri 

465 nm dalga boyuna ayarlanmış spektrofotometrede (Schimadzu UV-1240) kontrole 

karşı okundu. U/ml enzim aktivitesi 37 0C‘de, 1 dakikada, 465 nm‘de  O.D‘yi 0,1 birim 

arttıran enzim miktarı olarak tanımlandı.  

Aynı yöntem immobilize enzim çalışmalarında da uygulandı. İmmobilizasyon işleminden 

sonra nankompozit kütlesi çöktürülerek, enzimle etkileşen subsratın ürüne değişim 

absorbansı ölçülmüştür. Tüm denemeler 3 tekrarlı ve birbirinden bağımsız olarak 

oluşturulan deney grupları ile yapılmıştır. 
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3.2.6. Serbest ve immobilize enzim ile “Reactive Red 5” boyar madde renk 

gideriminin ve optimizasyon çalıĢmalarının incelenmesi 

 

Optimizasyon çalışmaları için öncelikle reaktif red 5 boyarmaddesi için UV- visible 

spektrofotometre ile dalga boyu taraması yapılmış ve en yüksek absorbans değeri 545 nm 

olarak bulunmuştur. Bundan sonraki çalışmalarda bu değer sabit tutularak ölçümler 

yapılmıştır. Reaktif Red 5 biyosorpsiyonu için optimum koşullarının belirlenmesi amacıyla; 

Boyar madde kalibrasyon eğrisi hazırlanmış ve optimum pH, başlangıç boyarmadde 

konsantrasyonu, temas süresi ve sıcaklık parametreleri incelenmiştir. 

 

Optimizasyon çalışmalarında toplam hacim 4 ml olacak şekilde çalışıldı. Lakkaz 

immobilize edilen nanokompozitler 7000 r.p.m‘de 15 dakika santrifüj yapılarak 

çöktürülerek üzerine renk gideriminin takibi için 4,0 ml boya maddesi eklendi ve 

spektrofotometrede, 545 nm dalga boyunda, renk giderimi absorbans değerleri 

belirlendi. Tüm deneylerde kontrol grubu olarak lakkaz ilave edilmeyen boyarmadde 

çözeltileri kullanıldı. Renk giderme işlemindeki değişiklikleri, renk işlemi gerçekleştirilen 

çözeltiden alınan en son örneğin absorbans değer dikkate alınarak % renk giderimi 

hesaplandı. Gerçekleştirilen renk gideriminin etkinliğinin ―%‖ ifadesinde, aşağıdaki 

denklem kullanıldı. 

 

                                 Renk giderimi (%) =                         (3.2) 

I :Başlangıç absorbans değeri 

F: Renk giderim işleminden sonraki absorbans değeri 

 

―Reactive Red 5‖ boyarmaddesi ile gerçekleştirilen renk giderimi işlemi sonucunda, 

işlem görmüş boyarmadde çözeltisine ait % renk giderimi değeri absorbans değerleri 

yardımıyla hesaplandı.  
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Elde edilen değerlerin tekrarlanabilirliğini görebilmek amacıyla her çalışma en az üç kez 

tekrarlandı. Kullanılan boyarmaddelerin renk giderimi işlemi esnasında alınan örneklere 

göre absorbans değerleri ve % renk giderimi değerleri, karşılaştırmalı çizelgeleri ile 

birlikte verildi. 

 

 

3.2.6.1. “Reactive Red 5” boyar madde kalibrasyon eğrisi 

Renk giderme işleminin incelenmesi amacıyla, öncelikle kullanılan boyar maddenin 

0.005, 0.01, 0.02, 0.03 ve 0.04 g/L olmak üzere 5 farklı konsantrasyonda çözeltileri 

hazırlanmış ve UV-Görünür Alan Spektrofotometresinde 545 nm dalga boyu aralığında 

incelendi ve her bir boyar madde için ―kalibrasyon doğru denklemi‖ elde edildi. 

 

 

3.2.6.2. Serbest ve immobilize enzim ile “Reactive Red 5” boyar madde renk 

giderimine ortam pH’nın etkisi 

 

Serbest enzim ile “Reactive Red 5” boyar madde renk giderimine ortam pH’nın 

etkisi 

 

Serbest lakkazın, boyar madde renk gideriminde pH‘nın etkisini belirleyebilmek amacı 

ile, 1-10 pH aralığı içindeki farklı pH‘larda ve 50 mg/l boyarmadde içeren çözeltiler 

hazırlandı. pH 1.0-2.0 için KCl-HCl tamponu, pH 3.0-5,5 için 0,1 M sodyum asetat 

tamponu, pH 6.0-7,4 için 0,1 M fosfat tamponu kullanıldı. Herbir çözeltiye 0,025 mg/ml 

konsantrasyonunda serbest lakkaz eklenerek inkübe edildi. Ancak deney koşulları 25 

0C‘de, boyar madde konsantrasyonu (50 mg/L) ve çalkalama hızı (200 rpm.) sabit 

tutuldu. Farklı pH değerlerinde reaktif red 5 boyar maddesine ait % renk giderimi  Bölüm 

3.2.6‘da anlatılan yönteme göre yapıldı. 
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Ġmmobilize enzim ile “Reactive Red 5” boyar madde renk giderimine ortam pH’nın 

etkisi 

 

Ortam pH değerinin immobilize lakkaz ile boyar madde renk giderimi üzerine etkisini 

belirlemek amacı ile geniş bir pH aralığında çalışılmıştır. Bu amaçla, 1-10 pH aralığında 

50 mg/l boyarmadde içeren çözeltiler hazırlanmıştır. pH 1-2 için KCl-HCl tamponu, pH 

3.0-5,5 için 0,1 M sodyum asetat tamponu, pH 6-7,4 için 0,1 M fosfat tamponu 

kullanılmıştır. Bu çözeltilere optimum koşularda (pH:4.5, sıcaklık:37oC, zaman:1saat, 

lakkaz konsantrasyonu 0,025mg/ml, nanokompozit kütlesi:0,0025 g) önceden 

hazırlanan pellet şeklindeki immobilize lakkaz ilave edilir. Deney süresince tüm koşullar 

(zaman:30 dakika, sıcaklık:37°C, boyar made konsantrasyonu 50 mg/L ve çalkalama 

hızı:200 r.p.m.) sabit tutulmuştur. Her bir pH değerindeki  reaktif red 5 boyar maddesine 

ait % renk giderimi  Bölüm 3.2.6‘da anlatılan yönteme göre yapıldı. 

 

 

 

3.2.6.3. Serbest ve immobilize enzim  ile “Reactive Red 5” boyar madde renk 

giderimine baĢlangıç boyarmadde konsantrasyonu etkisi 

 

Serbest enzim ile “Reactive Red 5” boyar madde renk giderimine baĢlangıç 

boyarmadde konsantrasyonu etkisi 

 

Serbest lakkazın boyar madde renk giderimine başlangıç boyarmadde konsantrasyonu 

etkisini belirleyebilmek amacı ile boyarmadde konsantrasyonu 0,01-0,1 mg/l aralığında 

değiştirilmiştir. Herbir çözeltiye 0,025 mg/ml konsantrasyonunda serbest lakkaz 

eklenmiştir. Tepkime süresince, pH(5.0), sıcaklık (25 0C) ve çalkalama hızı (200 rpm.) 

sabit tutulmuştur. Her bir konsantrasyon değerindeki reaktif red 5 boyar maddesine ait 

% renk giderimi  Bölüm 3.2.6‘da anlatılan yönteme göre yapıldı. 
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Ġmmobilize  enzim ile “Reactive Red 5” boyar madde renk giderimine baĢlangıç 

boyarmadde konsantrasyonu etkisi 

 

Başlangıç boyarmadde konsantrasyonunun immobilize lakkaz ile boyar madde renk 

giderimi  üzerine etkisini belirlemek amacıyla, Reaktif Red 5  başlangıç boyarmadde 

konsantrasyonu 0,01-0,1 mg/l aralığında değiştirilmiştir. Bu çözeltilere optimum 

koşularda(pH:4.5,sıcaklık:37 C, zaman:1 saat, lakkaz konsantrasyonu 0,025mg/ml, 

nanokompozit kütlesi:0,0025 g) önceden hazırlanan pellet şeklindeki immobilize lakkaz  

ilave edilir. Deney süresince  tüm koşullar (pH:5, zaman:30 dakika, sıcaklık:37°C  ve 

çalkalama hızı:200 r.p.m.)sabit tutulmuştur. Her bir konsantrasyon değerindeki  reaktif 

red 5 boyar maddesine ait % renk giderimi  Bölüm 3.2.6‘da anlatılan yönteme göre 

yapıldı. 

 

 

3.2.6.4. Serbest ve immobilize enzim ile “Reactive Red 5” boyar madde renk 

giderimine ortam sıcaklığı etkisi 

 

Serbest enzim ile “Reactive Red 5”  boyar madde renk giderimine ortam sıcaklığı 

etkisi 

 

Serbest lakkazın boyar madde renk giderimine sıcaklık  etkisini belirleyebilmek amacı 

ile geniş bir sıcaklık aralığında(4-60 oC)  çalışılmıştır. Herbir çözeltiye 0,025 mg/ml 

oranında serbest lakkaz eklenmiştir. Tepkime süresince, pH (5.0), boya konsantrasyonu 

(50 mg/L) ve çalkamala hızı(200 rpm) sabit tutulmuştur. Her bir sıcaklık değerindeki  

reaktif red 5 boyar maddesine  ait % renk giderimi  Bölüm 3.2.6‘da anlatılan yönteme 

göre yapıldı. 
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Ġmmobilize enzim ile “Reactive Red 5” boyar madde renk giderimine ortam  

sıcaklığı etkisi 

 

Sıcaklığın immobilize lakkaz ile boyar madde renk giderimi üzerine etkisini araştırmak 

amacıyla, 4-60 oC aralığında değişen sıcaklıklar denenmiştir. Bu çözeltilere optimum 

koşularda (pH:4.5, sıcaklık:37oC, zaman:1 saat, lakkaz konsantrasyonu 0,025mg/ml, 

nanokompozit kütlesi:0,0025 g) önceden hazırlanan pellet şeklindeki immobilize lakkaz 

ilave edilir ve tüm koşullar( pH:5, zaman:30 dakika, başlangıç boyar madde 

konsantrasyonu: 50mg/L ve çalkalama hızı:200 r.p.m.)sabit tutulmuştur. Her bir sıcaklık 

değerindeki reaktif red 5 boyar maddesine ait % renk giderimi Bölüm 3.2.6‘da anlatılan 

yönteme göre yapıldı. 

 

 

3.2.6.5. Serbest ve immobilize enzim ile “Reactive Red 5” boyar madde renk 

giderimine temas süresi etkisi 

 

Serbest enzim ile “Reactive Red 5” boyar madde renk giderimine temas süresi  

etkisi 

Serbest lakkazın boyar madde renk giderimine zaman  etkisini belirleyebilmek amacı ile 

geniş bir zaman aralığında (5-120 dakika)  çalışılmıştır. Herbir çözeltiye 0,025 mg/ml 

oranında serbest lakkaz eklenmiştir. Tepkime süresince, pH (5.0), sıcaklık (25 0C), boya 

konsantrasyonu (50 mg/L) ve çalkalama hızı (200 rpm) sabit tutulmuştur ve değişen 

sürelerde örnekler alınmıştır. Her bir süre değeri için birbirinden bağımsız deney 

grupları oluşturulmuştur. Her bir zamanda alınan reaktif red 5 boyar maddesine  ait % 

renk giderimi  Bölüm 3.2.6‘da anlatılan yönteme göre yapıldı. 
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Ġmmobilize enzim ile “Reactive Red 5” boyar madde renk giderimine temas süresi 

etkisi 

 

Zamanın immobilize lakkaz ile boyar madde renk giderimi üzerine etkisini araştırmak 

amacıyla, 5-120 dakika  aralığında değişen zaman aralığı denenmiştir. Bu çözeltilere 

optimum koşularda (pH:4.5,sıcaklık:37oC,zaman:1 saat, lakkaz konsantrasyonu 

0,025mg/ml, nanokompozit kütlesi:0,0025 g) önceden hazırlanan pellet şeklindeki 

immobilize lakkaz  ilave edilir ve tüm koşullar (pH:5, sıcaklık:37°C , başlangıç boyar 

madde konsantrasyonu: 50mg/L ve çalkalama hızı:200 r.p.m.) sabit tutulmuştur ve 

değişen sürelerde örnekler alınmıştır. Her bir süre değeri için birbirinden bağımsız 

deney grupları oluşturulmuştur. Belirlenen her bir zamanda alınan reaktif red 5 boyar 

maddesine ait % renk giderimi Bölüm 3.2.6‘da anlatılan yönteme göre yapıldı. 

 

3.2.6.6. Serbest ve immobilize enzim ile “Reactive Red 5” boyar madde renk 

giderimine depolanma süresinin etkisi 

Enzim immobilizasyonundaki en önemli parametrelerden biri de immobilize edilmis 

enzimin depolama karalılıgıdır. Hem serbest hemde immobilize lakkaz pH 4.5ta, 

sodyum asetat tamponu(0,01 M) içerinde  + 4 0C da depolanmıştır.Depolanan serbest 

ve immobilize lakkazdan  belirli aralıklarla (0.,3.,6.,9.,12.,15.,18.,21.,24.,27. gün)  örnek 

alınarak Bölüm 3.2.6.‘da anlatılan yönteme göre boyar madde renk giderimi tayini 

yapıldı. Boyar madde renk gideriminde tepkime süresince, pH (5.0 ) ,boyar madde 

konsantrasyonu(50 mg/l) , sıcaklık (25 0C) ve çalkalama hızı (200rpm.) sabit tutuldu. 

 

3.2.6.7. “Reactive Red 5” boyar madde renk gideriminin immobilize enzimin 

kullanım sayısı ile değiĢimi 

İmmobilize enzimin tekrar kullanılabilirligini incelemek için 1 günde 10 kez tekrar 

kullanıldı. Bu amaçla optimum koşularda(pH:4.5, sıcaklık:37oC, zaman:1 saat, lakkaz 

konsantrasyonu 0,025mg/ml, nanokompozit kütlesi:0,0025 g) önceden hazırlanan pellet 

şeklindeki immobilize lakkazların  Reaktif Red 5 boyar madde renk giderimine ait % 
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renk giderimi  Bölüm 3.2.6‘da anlatılan yönteme göre yapıldı. Tepkime süresince, pH 

(5.0), boyar madde konsantrasyonu  (50 mg/L) ,sıcaklık (25 0C) ve çalkalama hızı(200 

rpm) sabit tutuldu. 

 

Tüm denemeler 3 tekrarlı ve birbirinden bağımsız olarak oluşturulan deney grupları ile 

yapılmıştır. 

 

4. BULGULAR  

4.1. Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT Nanokompozit Karakterizasyonu  

 

4.1.1. Kimyasal yapıların (FTIR, 1H NMR ve 13C NMR) analizleri 

4.1.1.1. FTIR analiz sonuçlarının incelenmesi ve açıklanması  

 

Farkli çözücüler ile sentezlenen nanokompozitlerde, kopolimerler ve ODA-MMT 

arasındaki arayüzey etkileşimleri, FTIR anliz yöntemiyle incelenmiş ve ortaya 

koyulmuştur. FTIR spektrumlarının (Şekil 4.1 ve 4.2.) sonuçları her bir sistem için 

kopolimerlerinkiyle karşılaştırılarak değerlendirilmiş ve melzemelerin kimyasal yapıları 

çeşitli fonksiyonel gruplara uygun gelen karakteristik absorpsiyon bantlarının varlığı ile 

belirlenmiştir. Spektrumlar hem organokile hem de kopolimerlere ait karakteristik pikleri 

içermektedir. 

 

Farkli çözücüler eşliğinde sentezlenen poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT 

nanokompozitlerinin FTIR spektrumları Şekil 4.1 ve 4.2‘de verilmiştir. FTIR 

spektrumunda karbonil bölgesindeki anhidrit gruplarına ait piklerin şiddetlerinin önemli 

ölçüde azalırken (1850-1700 cm-1), asit ve amid gruplarına ait bölgedeki piklerin ortaya 

çıkması (1710-1630 cm-1),  kopolimerlerin serbest karboksil içeren birimlerinin 

tabakaların yüzeyindeki alkil aminle (veya ammonium) amidleşme reaksiyonu üzerinden 

moleküler düzeyde hibritleştiğinin göstergesidir. 
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Şekil 4.1. Poli(MA-alt-MVE) (Mn: 960 x 103 g/mol)/ODA-MMT nanokompozitin FTIR 

spektrumu (KBr pellet). Sentez yöntemi: dioksan ortamında tabakalar arası aşı(graft) 

kopolimerizasyonu. 

 

Dioksan ortamında sentezlenen poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT (Ģekil 4.1) (cm-1): 

1850  ve 1775 cm-1 (Maleik anhidrit birimindeki C=O gerilme) ,1200 (m) and 1090 (m) 

cm-1   (Maleik anhidrit biriminde C-O ve C-O-C bantları), 2925 cm-1  (m) (Metil-vinil-eter 

birimindeki CH3 içerisindeki C-H bandı), 2847 cm-1  (Metil-vinil-eter biriminde CH2 

içerisindeki C-H bandı (zincir ana yapı), 1460 ve 1437 cm-1  (Metil-vinil-eter biriminde 

CH2 ve CH3 deformasyonu), 1352 cm-1  (Metil-vinil-eter biriminde O-CH3 içerisindeki CH3 

deformasyonu), 912 cm-1  (Metil-vinil-eter biriminde C-O deformasyonu), 720 cm-1 (Metil-

vinil-eter biriminde CH2 ve CH3 deformasyonu), 1640 ve 1722 cm-1  ( NH–C=O amid 

bandı), 1510 cm-1  (Hidrojen bağlı COO– gerilimi ) , 3630 cm-1  (Organo kil biriminde H-

bağlı  –SiOH veya OH grupları), 3186 cm-1  (Organokil biriminde H-bağlı NH2 grubu), 

2925 cm-1  (Organokil biriminde CH gerilme (alkil grup)), 2847 cm-1  (Organokil biriminde 

CH2 ve  CH3 içerisinde C–H bandı), 2600 cm-1  (Oktadesil amine/amit içerisinde N–C  

bandı), 1165 cm-1  (Organokil biriminde C-H eğilme bandı) , 997 cm-1  (Organo kil 

biriminde yapraklanmış (exfoliated) yapıdaki Si–O–Si gerilme), 860 cm-1 (Organokil 
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biriminde –SiOH içerisindeki Si–O gerilmesi), 795  cm-1 (Organo kil biriminde C-H eğilme 

bandı) 

 

Şekil 4.2. Fonksiyonel kopolimer-g-PLA/ODA-MMT nanokompozitinin FTIR spektrumu 

(KBr pellet). Sentez yöntemi: LA ortamında tabakalar arası aşı(graft)  

kopolimerizasyonu. 

 

Polilaktik asit ortamında sentezlenen poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT: 1848  ve 1777 

cm-1  (Maleik anhidrit birimindeki antisimetrik C=O gerilme), 1709 cm-1 (Maleik anhidrit 

birimindeki simetrik C=O gerilme, asit C=O  gerilmesi), 1300 (m) and 1180 (m) cm-1 

(Maleik anhidrit biriminde C-O ve C-O-C bantları) 2962 (m) cm-1  (Metil-vinil-eter 

birimindeki CH3 içerisindeki C-H bandı), 2869 cm-1 (Metil-vinil-eter biriminde CH2 

içerisindeki C-H bandı), 1460 ve 1437 cm-1  (Metil-vinil-eter biriminde CH2 ve CH3 

deformasyonu), 1367 cm-1  (Metil-vinil-eter biriminde O-CH3 içerisindeki CH3 

deformasyonu, 1016 cm-1 (Metil-vinil-eter biriminde C-O deformasyonu) 720 cm-1  

(Metil-vinil-eter biriminde CH2 ve CH3 deformasyonu) 1640 ve 1722 cm-1 ( NH–C=O 

amid bandı), 3630 cm-1 (Organo kil biriminde H-bağlı  –SiOH veya OH grupları), 3210 

cm-1  (Organokil biriminde H-bağlı NH2 grubu), 2925 cm-1 (Organokil biriminde CH 

gerilme (alkil grup)), 2879 cm-1 (Organokil biriminde CH2 ve  CH3 içerisinde C–H bandı), 

2610 cm-1  (Oktadesil amine/amit içerisinde N–C  bandı), 1367 cm-1 (Organokil 
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biriminde C-H eğilme bandı), 1086 cm-1 (Organo kil biriminde yapraklanmış (exfoliated 

)yapıdaki Si–O–Si gerilme), 922 cm-1 (Organokil biriminde –SiOH içerisindeki Si–O 

gerilmesi) ,790 cm-1 (Organo kil biriminde C-H eğilme bandı) 

4.1.1.2. NMR (1H NMR ve 13C NMR ) analiz sonuçlarının incelenmesi 

NMR atom çekirdeginin kuantum mekanik manyetik özelliklerine dayanan fiziksel bir 

tekniktir. Tek sayılı proton veya nötron içeren atomlar içsel manyetik moment ve açısal 

momentuma sahiptirler, bilinen en genel atomlar hidrojen (1H) ve karbon (13C)‘dur. 

Bunun yanında diğer elementler de incelenebilir. Çeşitli çözücü ortamlarında 

sentezlenen kompozitlerin kimyasal yapıları ve fonksiyonel grupların varlığı, 1H NMR ve 

13C NMR spektroskopi yöntemlerle de incelenerek tespit edilmiştir. Bu analizlerin 

sonuçları ve gereken yorumları aşağıda verilmiştir. 

 

 

 

Şekil 4.3. Poli(MA-alt-MVE) /ODA-MMT nanokompozitin (dioksan ortamında) 1H 

spektrumu. Çözelti: DMSO-d6.  
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Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanokompozitlerinin 1H-NMR spektrumunda poli(MA-alt-

MVE) kopolimerinin 1H-NMR spektrumu ile kıyaslandığında (Şekil 4.3), karakteristik 

pikler şu şekilde değişmiştir: Kopolimerin spektrumundan farklı olarak, nanokompozit 

yapının 1H NMR spektrumunda,  ana zincirdeki CH ve CH2 protonu ve CH3 (metoksi 

grubuna ait) proton piklerine ek olarak amin NH grubuna ait protona (9)  ve COOH  

protonuna (8) ait pikler sırasıyla  ortaya çıkmıştır. Karşılaştırmalı 1H-NMR pik analizi,   

poli(MA-alt-MVE) kopolimerinin anhidrit gruplarıyla ve ODA-MMT‘nin yüzeyindeki alkil 

amonyum grupları arasında amidleşme reaksiyonunun gerçekleştiğini ortaya koymuştur.  

 

Şekil 4.4. Poli(MA-alt-MVE) (Mn = 1.13 x 106 g/mol)-g-PLA/ODA-MMT nanokompozitin 

1H ve 13C-NMR spektrumu. Çözelti: DMSO-d6.  
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Kopolimer-g-PLA silikat tabakalı nanokompozitinin kimyasal yapası 1H ve 13C NMR 

analiz yöntemleriyle de tespit edilmiştir. Bu spektrumlarda karboksil grubunun protonuna  

ve C=O gruplarının carbon atomlarına, amid grubunun NH protonuna ve aşılanmiş laktik 

asit birilerinin CH3 ve CH grublarına ait piklerin varlığı gözlenilmiştir. Bu sonuçlar 

nanoyapı oluşumunda önemli katkıda bulunan in situ proseslerin; tabakalar- ve 

fazlararası kimyasal reaksiyonun (kopolimerin anhidrit grublarıya oranik kilin octadesil 

amin fragmentleriye amidleşmesi) gerçekleşmesini göstermektedir.   

 

. 

 

Şekil 4.5. Poli(MA-alt-MVE) (Mn = 960.000 ve 485.000 g/mol)-g-PLA/ODA-MMT  

nanokompozitlerin 1H NMR spektrumu. Çözelti: DMSO-d6.  
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Şekil 4.4 poly(MA-alt-MVE)-g-PLA/ODA-MMT nanokompozitinin 1H ve 13C NMR 

spektrumunu vermektedir. PLA ortamında sentezlenen nanokompozitlere ait 1H NMR 

spektrumunda da, poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanokompozitinin spektrumu (Şekil 4.3) 

ile anolojik pikler gözlenmiştir. Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanokompozitinde, 

kopolimerinin anhidrit gruplarıyla, ODA-MMT‘nin yüzeyinde bulunan alkil amonyum 

grupları arasında yine amidleşme reaksiyonun gerçekleştiğini ortaya koymuştur.  

 

Daha detaylı bilgiler 13C NMR spektrumu (Şekil.4.4) yorumuyla ortaya koyulmuştur. 

Spektrumda aşağıdaki kimyasal kayma değerleri gözlenmiştir: 58.01 ppm ( -CH-O), 

49.08 ppm (-CH-CH- zincir ana yapı), 32.3 ppm (CH3O ve -CH2). Poly(MA-alt-MVE)‘ye 

ait karakteristik 13C NMR pikleri 20.49 ve 66.70 ppm‘de gözlenir (Muenprasat et al., 

2010). Bu çalışmada sentezlenen poli(MA-alt-MVE)-g-PLA/ODA-MMT nanokompozitine 

ait 13C NMR spektrumunda MA ve PLA gruplarına karşılık gelen bölgelerde (20. 51 ve 

67.80 ppm)  pik gözlenmiş olması poli(MA-alt-MVE) kopolimerine PLA‘nın 

aşılanmasındaki başarının bir göstergesidir. Aynı zamanda 174 ppm‘de gözlenen pik 

(maleamid ve anhidrit C=O), aşılanmış kopolimer ile ODA-MMT arasındaki amid 

bağlanması hakkında bilgi verir.  

 

Laktik asitin matriks kopolimeri üzerine lamellerarası aşılama derecesi kullanılan 

kopolimerin molekül ağırlığına bağlı olarak gözlenilen oranda değişmektedir. Aynı 

koşullarda farkli molekül ağırlıklara (Mn) sahip matriks kopolimerleri kullanarak 

sentezlenmiş kopolimer-g-PLA/ODA-MMT nanokompositlerin NMR spektrumlarından 

(Şekil 4.5) göründüğü gibi laktik asit birimlerinine ait CH or CH3 grublarının şiddeti ve pik 

alanı kopolimerin Mn değerlerinin azalmasiya gözlenen derecede artmaktadır. Bundan 

dolayı nisbeten düşük Mn değerlerinde in situ proseslerin; fazlararası iletişimlerin (H-

bağı, aşılama ve amidleşme) daha kolay gerçekleşmektedir.  
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4.1.2.  Fiziksel yapıların (XRD) analizleri 

Sentezlenen nanokompozitlerin ve saf organik kilin (ODA-MMT) fiziksel yapılarının XRD 

analizleri aşağıdaki spektrumlarda gösterilmiş ve karşılaştırmalı analiz sonuçları 

açıklanmıştır. 

 

 

 

Şekil 4.6. Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT(Mn:960.000) (%3) Dioksan ortamında 

sentezlenen nanokompozitin XRD spektrumu.   
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Şekil 4.7. Saf ODA-MMT organokilin XRD spektrumu. 

 

Şekil 4.6 ve 4.7‘deki XRD spektrumlarının karşılaştırmalı analiziden göründüğü gibi  saf 

organik kilin XRD spektrumundaki 2θ‘nın 8.15 ve 11.0 değerlerine uygun gelen ve 

tabakalı kristalin yapılara ait piklerin (tabakalararası masefe d = 10.96 ve 7.95 Å) 

nanokompozitin XDR spektrumda (Şekil 4.6) tamamen yok olduğu gözlenilmiştir. Bu 

durum amorf yapıya sahip aşılanmış matriks kopolimerinın tabakalar arasında tam 

dağılımını göstermektedir. Spektrumdaki 1.pikin yok olması tabakalar arasında 

gerçekleşen in situ proseslerin gerçekleştiğini, 2.pikin yok olması ise tabakalar yüzeyine 

var olan Si-OH grublarının kopolimerin anhidrid/asit gruplarıyla reaksiyona tabı 

tutulduklarını gösreten önemli unsurlardır. Ayrıca nanokompozitin yarı-kristalin yapıya 

geçişi ve az miktarda (3.2 %) organik kil kullanılmasına rağmen tabakaların şiddetli 

kristalin piklerinin (2θ‘nın 1-4 aralığı değerlerine) varlığı incelenen nanokompozitte 

nanoyapıların oluşumunu tespit etmektedir.   
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Şekil 4.8. Çeşitli yöntemlerle sentezlenmiş Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT bazlı 

nanokompozitlerin genel(A) ve 2θ = 2-10 (B) XRD spektrumu: (a) Poli(MA-alt-

MVE)/ODA-MMT-- nanohibrit-1 (Mn = 1.130.000, ortam-dioksan), (b) Poli(MA-alt-

MVE)/ODA-MMT-- nanohibrit-2 (Mn = 1.130.000, ortam-LA), (c) Poli(MA-alt-MVE)/ODA-

MMT--nanohibrit-3 (Mn = 960.000, fosfat tamponu ortamı, pH 7.4) ve (d) Poli(MA-alt-

MVE)/ODA-MMT—nanohibrit -4 (Mn = 80.000, fosfat tamponu ortami, pH 7.4).  
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Şekil 4.9.  Poli(MA-alt-MVE) (Mn = 80.000 g/mol)-g-PLA/ODA-MMT nanokompozitin 

XRD spektrumu. Bu spektrum CuK  ve Ni filtresi ile donatılmış (  = 1.5406 Å) PAN- 

ANALYTICAL EMPYREAN X-ray difraktometer cihazı kullanılarak yapılmıştır. 

 

 

Şekil 4.8 ve 4.9‘daki XRD spektrumları interlameller aşılama reaksiyonlarının 

koşullarına (1,4-dioksan ve temiz su ortamı) ve kullanılan kopolimerlerin Mn değerlerine 

bağli olarak gözlenen derecede değiştiği gözlenmiştir. Dioksan ortamına sentezlenen 

nanokompozit su ortamına elde edilen nanokompozitlere nisbeten daha etkin 

tabakarararası dağılıma sahip olduğu görünmektedir. Su ortamına sentezlenen 

nankompozitler kısmen şişme özelliklerinden dolayı daha büyük partiküller oluşturabilir.   
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4.1.3.  Yüzey ve iç morfoloji  (SEM ve TEM ) analizleri 

4.1.3.1. SEM analizleri 

Çeşitli reaksiyon koşullarında ve ODA-MMT eşliğinde gerçekleştirilmiş laktik asitin  

Poli(MA-alt-MVE) üzerine aşı(graft) polimerizasyonu yöntemiyle sentezlenmiş silikat 

tabakalı kopolimer nanokompozitlerin SEM yüzey morfoloji görüntüleri aşağıdakı şekil 

4.10 gösterilmiştir. 

 

Sekil 4.10. Poli(MA-alt-MVE) (Mn = 80.000 g/mol)-g-PLA/ODA-MMT nanokompozitin 

SEM mikrografı: görüntü boyutu: (A) 1 µm, (B) 2 µm ve (C) 10 µm. 

 

Şekil 4.10‘daki oktadesil amin-MMT(ODA-MMT) kilin eşliğinde alternatif kopolimer 

üzerine aşılanmış PLA nanokompozitinin çeşitli boyutlarda yapılmış SEM yüzey 

morfoloji görüntüleri bu nanosistem‘de mikron ölçekdeki partiküllerin iyi dağılımını 

göstermektedir. 
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4.1.3.2. Tem Analizleri 

Çeşitli reaksiyon koşullarında ve ODA-MMT eşliğinde gerçekleştirilmiş laktik asitin  

Poli(MA-alt-MVE) üzerin interlameller aşılama kopolimerizasyonu yöntemiyle 

sentezlenmiş silikat tabakalı kopolimer nanokompozitlerin TEM iç morfoloji görüntüleri 

aşağıdakı şekil 4.11- 13‘te gösterilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.11. Poli(MA-alt-MVE)(Mn = 1.130.000 g/mol)-g-PLA/ODA-MMT nanokompo- 

zitinin çeşitli boyutlarda oluşan nanoyapıların TEM iç morfoloji görüntüleri ve silikat 

tabakaların dağılımı.  
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Göründüğü gibi (Şekil 4.11) kopolimer-g-PLA makromolekülerinin ODA-MMT kil 

tabakaları arasına nufüzu (interkalasyon) ve silikat tabakalarının önemli ölçüde dağılımı 

(yapraklanması-exfoliation) gözlenmiştir.  

 

 

 

Şekil 4.12. Poli(MA-alt-MVE)(Mn = 80.000 g/mol)-g-PLA/ODA-MMT nanokompozitinin 

100 nm ölçekte oluşan nanoyapıların TEM iç morfoloji görüntüleri ve silikat tabakaların 

dağılımı. Sonikasyon süresi 10 dak ve reaksiyon karışımındaki LA monomerinin miktarı 

10 ml. 
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Şekil 4.13.  Poli(MA-alt-MVE)(Mn = 80.000 g/mol)-g-PLA/ ODA-MMT nanokom- pozitinin 

250 nm ölçekte oluşan "core-shell" morfoloji yapıların TEM iç morfoloji görüntüleri ve 

dağılımı. Sonikasyon süresi 30 dak ve reaksiyon karışımındaki LA monomerinin miktarı 

20 ml. 

 

Şekil 4.11-13‘teki TEM görüntülerinin karşılaştırılması sonucu matriks kopolimerinin 

molekuler ağırlıklarının, reaksiyon koşullarının (LA miktarı) ve sonikasyon süresinin iç 

morfolojı yapılarını ve silikat tabakalarının dağılımını önemi derecede etkilemektedir. En 

iyi dağılım molekül ağırlıkları daha düşük olan kopolimerlerde (Şekil 4.12 ve 4.13) 

gözlenmiştir.Ayrıca reaksiyon karışımındaki LA monomerinin daha çok miktarında ve 

sonikasyon süresinin daha fazla olduğu deney koşullarında ―core shell‖ morfoloji 

yapılarının oluştuğu görülmektedir.Şekil 4.13‘deki yapılarda farklı morfolojinin 

(yapraklanmış yapı) oluşumunu PLA zincirlerinin düşük miktarda olması ve silikat 

tabakalarının kaplanmasına yeterli derecede sağlamayacağı nedeniyle açıklanabilir. 
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4.1.4. Termal davranıĢları (DSC ve TGA-DTG)  

Sentezlenen kopolimerlerin, terpolimerlerin, nanokompozitlerin ve organo-MMT 

silikatının ısısal davranışları [camsı geçiş sıcaklığı (Tg), erime noktası (Tm), 

kristallenme sıcaklığı (Tc), bozunma sıcaklığı (Td), ısısal bozunmada kütle kaybı (ΔW), 

erime entalpisi (ΔHm) ve kristallenme entalpisi (ΔHc)] TGA-DTG ve DSC termal analiz 

metotları ile tayin edilmiş ve fonksiyonel polimerlerin ―içeriği–yapısı–ısısal davranışı‖ 

ilişkileri incelenmiştir. 

 

Şekil 4.14. Poli(MA-alt-MVE)(Mn = 1.960 x 103 g/mol)/ODA-MMT nanokompozitin 

(Dioksan ortamında) DSC eğrileri: Erime (Tm) ve kristalleşme (Tc) sıcaklığı ısıtma ve 

soğutma şartlrtında (5oC/dak hızında) azot atmosferinde yapılmıştır.  
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Şekil 4.15 Poli(MA-alt-MVE)(Mn = 1.960.000 g/mol) / ODA-MMT nanokompozitin 

(dioksan ortamında) TGA-DTG eğrileri. Isıtma hızı 10oC/dak azot atmosferınde. 

 

 

4.2. Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT Nanokompozitine Ait Antimikrobsal ve 

Antitümöral Etkilerin Ġncelenmesi 

 

4.2.1. Antimikropsal etkinin araĢtırılması 

Farklı molekül ağırlığına sahip saf kopolimerler, organo silikat ODA-MMT ve sentezlenen 

MA-alt-MVE/ODA-MMT nanokompozitin antimikropsal aktivite testi, disk difuzyon metodu 

ile yapılarak ve 24 saatlik inkübasyon sonucu gerçekleştirildi.  

 

Polilaktik asit(PLA) ortamında hazırlanan farklı molekül ağırlığındaki poli(maleik anhidrit-

alt –metil vinil eter) kopolimerin moleküler ağırlığı (Mn) arttıkça antimikropsal özelliğinin 

arttığı görüldü (Şekil 4.16). Bu sonucun sayısal değerleri göz önüne alındığında en 

düşük moleküler ağırlıktaki kopolimer oluşan zon 1.8 cm iken, en yüksek moleküler 

ağırlıktaki  zon çapı 2.7 olarak hesaplandı(Şekil 4.17).  
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Şekil 4.16. Staphylococcus aureus üzerine antimikropsal aktivite testi (a) Farklı molekül 

ağırlığındaki saf kopolimerler (b)ODA-MMT, (c) Kopolimer-g-PLA/ODA-MMT 

nanokompozit yapı. 

 

Şekil 4.17. Farklı molekül ağırlığındaki Poli(MA-alt-MVE) kopolimerlerinin Staphylo- 

coccus aureus ortamında oluşan antimikropsal etkisi. 
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Şekil 4.18. Farklı molekül ağırlığındaki poli(MA-alt-MVE) kopolimerlerinin 

Staphylococcus aureus üzerine antimikropsal aktivite testi.(PBS ortamı, pH:7,4) 

 

 

 

 

 

Şekil 4.19. Farklı molekül ağırlığındaki poli(MA-alt-MVE) kopolimerlerinin Staphylo- 

coccus aureus üzerine antimikropsal etkisi. (PBS ortamı, pH:7,4)   
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Fosfat tamponu ortamında hazırlanan farklı molekül ağırlığındaki poli(maleik anhidrit-alt 

–metil vinil eter) kopolimerin antimikropsal zon çalışmalarında ise benzer sonuçlar diğer 

bir deyişle  moleküler ağırlığı (mw) arttıkça antimikropsal özelliğinin arttığı görüldü (Şekil 

4.18). Bu çalışmada da sayısal değerler dikkate alındığında en düşük moleküler 

ağırlıktaki kopolimer oluşan zon 1.5 mm iken, en yüksek moleküler ağırlıktaki zon çapı 

5.5 mm olarak hesaplandı(Şekil 4.19). Bu ise, bilindiği gibi organik çözücü olan PLA‘nın, 

fosfat tamponuna göre daha fazla antimikropsal etkiye sahip olduğunu göstermektedir. 

 

 

4.2.2. Antitümöral etkinin araĢtırılması 

 

Fosfat tamponu ortamında sentezlenen Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT 

nanokompozitlerinin, WST-1 metodu kullanılarak MCF7 hücre hattı üzerindeki sitotoksit 

etkisi incelenmiştir ve absorbans yoğunluk değerlerinin ELİSA plate üzerinde 

okunmasıyla şekil 4.20‘deki grafik gözlenmiştir: 

 

 

 

Şekil 4.20. Fosfat tamponunda (pH:7.4)  hazırlanan Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT 

nanokompozitlerin farklı konsantrasyonlarda  MCF-7  kanser hücre hattı üzerindeki 

sitotoksik etkisi. (n=3) 
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Yapılan sitotoksisite çalışmalarına göre % hücre canlılık oranları kompozit miktarı 6.25 

μg/mL iken %97 2.7; 12.5 μg/mL iken %93 3.2; 25 μg/mL iken % 84 2.1;  50 μg/mL 

iken %79 3.2;  100 μg/mL iken %68 2.7 ve 200 μg/mL iken %58 3.5 bulundu ve 

kompozit miktarı arttıkça hücreler üzerine sitotoksisitesinin de arttığı saptandı.   

 

 

4.3. MA-alt-MVE/ODA-MMT Nanokompozite Lakkaz Ġmmobilizasyonu ve 

Optimizasyon ÇalıĢmalarının Ġncelenmesi 

 

Yapılan ön denemelerde lakkaz enziminin, sentezlenen Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT 

nanokompozit yapısına daha çok bağlanmasından dolayı fiziksel adsorbsiyon yöntemi 

ile immobilize edilmeye çalışıldı. Kovalent ve fiziksel yöntemle lakkazın kompozite 

bağlanma durumu uv-visible spektrometre (Schimadzu 1240) ile ölçülerek karşılaştırıldı. 

Deney şartları her iki yöntemde pH:5,0, 30 dakika süre ve 37oC sıcaklıkta 

gerçekleştirildi. Fiziksel bağlanmada nanokompozit ve enzim doğrudan etkileşime 

sokulurken, kovalent bağlanma yönteminde nanokompozit önce EDAC ile etkileştirilerek 

enzim ilavesi yapıldı. her iki yöntem içinde sabit tutulmuştur ve reaksiyon sonunda her 

iki yöntemde de immobilize yapılar santrifüj (7000 rpm ve 15 dk.) edilerek çöktürüldü. 

Süpernatant örnekleri UV- visible spektrometrede 280nm‘de asetat tamponuna karşı 

O.D. değerlerine bakıldı. Fiziksel yöntemle yapılan immobilizasyonda, kimyasal 

bağlanma yöntemine göre enzimin kompozite bağlanması % 34,5 fazla bulundu. Bu 

yüzden immobilizasyon çalışmalarımızda fiziksel bağlanma yöntemi tercih edildi. 

Fiziksel ve kovalent bağlanma yöntemleriyle bağlanan lakkaz miktarlarının verileri 

Çizelge 4.1‘de verilmiştir. 
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Çizelge 4.1. Fiziksel ve kovalent bağlanma yöntemlerinde lakkaz immobilizasyonu 

      Ġmmobilizasyon 
               Verimliliği 

 

Bağlanma 
 Yöntemi 

Ġmmobilizasyon 
öncesi O.D.280nm 

          
     (Co) 

Ġmmobilizasyon 
sonrası O.D.280nm 

     
      (C) 

mg lakkaz/ 
g kompozit  
    

     (Q) 

immobilizasyon 
        

 
         % 

Kovalent    0,580    0,375    328    65.5 

Fiziksel    0,720    0,407    500,8    100 

 

  4.3.1. Lakkaz kalibrasyon eğrisi 

Lakkaz kalibrasyon eğrisini yöntemde belirtildiği şekilde yapıldı Lakkaz derisimlerine 

karşılık gelen O.D. değerleri şekil 4.21‘de verildi. Şekilde de görüldüğü gibi kalibrasyon 

eğrisi R2 ; 0.9963 olarak doğrulukta bulundu. 

 

 

 

Şekil 4.21. Lakkaz Kalibrasyon Eğrisi  
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4.3.2. Ġmmobilizasyon koĢullarına pH etkisi 

Şekil 4.22‘de MA-alt-MVE/ODA-MMT nanokompozitlere lakkaz immobilizasyonuna 

pH‘nin etkisi veridi. MA-alt-MVE/ODA-MMT nanokompozitinin en yüksek lakkaz 

bağlama kapasitesi pH 4.5 değerinde; 442,717 mg lakkaz/g olarak bulundu.  

 

Şekil 4.22. Lakkaz immobilizasyonuna pH etkisi. MA-alt-MVE/ODA-MMT nanokompozit 

derişimi: 0.0025 mg/ml; Başlangıç lakkaz derişimi:0.025 mg/ml İnkübasyon zamanı: 30 

dk;  Sıcaklık: 25 °C 

 

Daha asidik ve bazik pH değerlerinde lakkaz adsorpsiyon kapasitesi azalmıştır. Sulu 

çözeltilerden proteinlerin maksimum adsorpsiyonlarının genellikle net yük taşımadıkları 

pH değerlerinde (izoelektrik nokta) gözlendiği bilindiğinden bu beklenen bir sonuçtur. 

Nanokompozite lakkaz İmmobilizasyonu koşullarında gözlenen(Şekil 4.22) optimum pH 

4.5 değeri literatürdeki birçok çalışma ile desteklenmektedir. Shleev  ve arkadaşları, 

lakkazın genel olarak pH 3.0 ile 5.2 arasında lakkazın  optimum aktif değeri  gösterdiğini  

belirlemişlerdir(Shleev et al.,2004). Dodor ve arkadaşları, Trametes versicolor‘dan elde 

edilen lakkazı kaolinit üzerine immobilize etmişler, immobilizasyon işlemi için optimum 
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pH‘yi 4.5 olarak belirlemişlerdir (Dodor et al.,2004). Zawisza ve arkadaşları, Cerrena 

unicolor‘dan elde edilen lakkazı altın elektrotlar üzerine biriktirilen terametoksilan‘dan 

oluşturulan ince hidrofilik silika jelde mikrokapsülleme yöntemi ile immobilize etmişlerdir. 

İmmobilize enzimin maksimum performans gösterdiği pH aralığını 4.2 – 5.2 bulmuşlardır 

(Zawisza et al.,2006). 

 

4.3.3. Ġmmobilizasyon koĢullarına baĢlangıç lakkaz konsantrasyonu etkisi 

Lakkaz başlangıç derişiminin lakkaz adsorpsiyonuna etkisi Şekil 4.23‘te verilmiştir. Bu 

bölümde adsorpsiyon izoterminin incelenmesi amaçlanmıştır. Şekilden görüldüğü gibi, 

çözeltideki lakkaz derişiminin artmasıyla, MA-alt-MVE/ODA-MMT nanokompoziti tarafından 

birim kütle başına adsorplanan lakkaz miktarı çalışılan kesikli sistemde 0.025 mg/mL`den 

düşük derişimlerde artmış, daha sonra dengeye ulaşıldı. Bu immobilizasyon sürecinde 

beklenen bir durumdur. Derişimin artması ile immobilizasyon için sürücü kuvvet olan derişim 

farkı (ΔC) artmaktadır. Sürücü kuvvetin artması ile immobilizasyon kapasitesinde de artış 

gözlenmektedir.  

 

Şekil 4.23. Lakkaz başlangıç derişiminin adsorplanan lakkaz miktarına etkisi. MA-alt-

MVE/ODA-MMT nanokompozit konsantrasyonu= 0.0025mg/ml; pH: 4.5; Sıcaklık: 25 °C, 

inkübasyon zamanı:30 dk  
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4.3.4. Ġmmobilizasyon KoĢullarına Sıcaklık Etkisi  

MA-alt-MVE/ODA-MMT nanokompozite adsorplanan maksimum lakkaz miktarı 37°C‘de 

337,59 mg lakkaz/g olarak bulundu. Düşük sıcaklıkta (+4°C) gözlenen lakkaz adsorpsiyonu 

105,12 mg lakkaz/g iken, 60oC‘da bu değer 56.26 mg/g olarak gözlendi. 

 

Şekil 4.24. Sıcaklığın adsorplanan lakkaz miktarına etkisi. (MA-alt-MVE/ODA-MMT 

nanokompozit konsantrasyonu 0,0025 mg/ml; Başlangıç lakkaz derişimi 0.025 mg/mL; pH: 

4,5;  İnkübasyon zamanı 30 dakika) 

Şekil 4.24‗te görüldüğü gibi literatür tarafından desteklenen optimum sıcaklık 37oC civarında 

bulundu. Durán ve arkadaşları, Trametes versicolor suşundan elde ettikleri lakkaz 

formlarını, atık sulardaki zeytin yağlarının arıtımda etkisini inceledikleri bir çalışmada 

optimum sıcaklığı 40oC dolaylarında olduğunu bulmuşlardır (Duran et al, 2007). Zelic ve 

arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada ise Trametes versicolor kökenli lakkazı, arıtım amaçlı 

kullanmayı inceleyerek optimum sıcaklığın 35oC olduğunubelirtmişlerdir(Zelic et al, 2009). 
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4.3.5. Ġmmobilizasyon koĢullarına temas süresinin etkisi 

MA-alt-MVE/ODA-MMT nanokompozite adsorplanan maksimum lakkaz miktarı 60. dakikada 

420.5mg lakkaz/g olarak bulundu. 60. dakikadan öncesinde ve sonrasında adsorplanan 

lakkaz miktarı maksimum değere ulaşmışken, kısa sürede (5. ve 10.dakikada)  gözlenen 

lakkaz adsorpsiyonu sırasıyla 145.1 mg lakkaz/g ve 146.5 mg lakkaz/g gözlenmiştir. Ayrıca 

60. dakikadan daha uzun sürelerde ise düşüş gözlendi. 120.dakikada lakkaz adsorpsiyonu 

ise 253,19 mg lakkaz/g olarak hesaplandı. 

 

Şekil 4.25. Temas süresinin adsorplanan lakkaz miktarına etkisi. (MA-alt-MVE/ODA-MMT 

nanokompozit konsantrasyonu= 0,0025 mg/ml; Başlangıç lakkaz derişimi 0.025 mg/mL; pH: 

4.5;  Sıcaklık:37 oC) 

4.3.6. Serbest ve immobilize enzimin aktivitesinin tayini  

4.3.6.1. Serbest enzimin aktivitesinin tayini 

Reaksiyon tüplerindeki absorbans (optik dansite) değişmelerinin 465 nm dalga boyuna 

ayarlanmış spektrofotometrede kontrole karşı okunmasıyla enzim aktivitesi 3,86 IU/ml 

olarak bulunmuştur.  
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4.3.6.2. Ġmmobilize enzim aktivitesinin tayini 

İmmobilize enzimle reaksiyon tüpündeki absorbans değerleri 465 nm dalga boyunda 

ölçülerek enzim aktivitesi 5,56 IU/ml olarak bulundu. İmmobilize enzimin aktivitesinin 

serbest enzime kıyasla yüksek olması beklenen bir durumdur. 

 

4.4. Serbest ve Ġmmobilize Enzim ile “Reactive Red 5” Boyar Madde Renk Gideriminin 

ve Optimizasyon ÇalıĢmalarının Ġncelenmesi 

4.4.1. “Reactive Red 5” boyar madde kalibrasyonu 

 

―Reactive Red 5‖ boyar madde kalibrasyon çalışmalarında UV-Görünür Alan 

spektrofotometresinde λmax: 545 nm‘deki absorbans değerleri dikkate alınarak ―kalibrasyon 

grafiği‖ oluşturulmuştur. Kalibrasyon grafiği ve kalibrasyon doğru denklemi, Şekil 4.26‘da 

gösterildi. Kalibrasyon eğrisinin çıkartılmasında R2 (0,9969) değeri oldukça anlamlı bulundu. 

 

  

 

Şekil 4.26. Reactive Red 5 Boyar Maddesinin Kalibrasyon Eğrisi 
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4.4.2. “Reactive Red 5” boyar madde renk giderimi üzerine ortam pH’nın etkisi  

Serbest ve immobilize lakkazın ―Reactive Red 5‖ boyar madde renk giderimine pH‘ın etkisi 

denemelerinde pH aralığı geniş tutuldu ve 1.0 ve 7.4 arasında(pH 1-2 için KCl-HCl 

tamponu, pH 3,5–5.5 için 0.1 M sodyum asetat tamponu, pH 6.0–7.4 için 0.1 M fosfat 

tamponu) değiştirilerek veriler Şekil 4.27‘de sunuldu.  

 

   

Şekil.4.27. Reaktif red 5 boyarmadde renk giderimine ortam pH‘nın etkisi 

 

Şekil 4.27‘den da görüldüğü gibi, maksimum % boya renk giderimi serbest lakkaz için hem 

de immobilize lakkaz için pH: 5.0 değerinde gözlendi. Optimum pH değerlerinde gözlenen 

en yüksek boyarmadde giderimi serbest lakkazda % 65.51 ve immobilize lakkazda ise  

%74.13 olarak bulundu. 

 

İmmobilizasyon işlemi ile reaktive red 5‘in renk giderimi çözeltinin artan pH değerinin 

olumsuz etki yaptığı görüldüğünden pH 5.0 değerinden itibaren pH değeri artıkça 

biyosorpsiyon miktarında önemli bir azalma kaydedildi. Bu durum alkali koşullarda da 

devam ederek pH 7,0 ve pH 7,4‘te çok düşük oranda renk giderimi gözlenmesi ile 

sonuçlandı. Mikroorganizmaların boyar madde renk giderimi etkinliğinin artan pH değeri ile 

önemli ölçüde azaldığı diğer araştırıcılar tarafından da gözlenmiştir (Bayramoğlu,2006; 
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Mishra ve Tripathy,1993; Seshadri,1994). Bu durum, çözeltinin pH değerinin artmasıyla 

birlikte artan hidroksil iyon konsantrasyonu ile enzim üzerindeki aktif bölgelerin negatif yükle 

yüklenmesi ve dolayısıyla boyarmadde molekülleri ile elektrostatik etkileşimin olumsuz 

etkilenmesi ile açıklanabilir. 

 

Optimizasyon çalışması sonucunda bulunan ph değeri literatür ile de desteklenmektedir. 

Daha önceden de bir çok araştırmacı immobilize lakkazın boyarmadde renk gideriminde 

yada bazı fenoliklerin klor bağlarını kırmak için kullanıldığı çalışmalarda optimum pH‘ı 5.0  

olarak bulmuşlardır(Arcand and Archibald, 1991; Taspinar ve Kolankaya, 1998). 

Inbathamizh L. ve arkadaşları, Reaktif Blue HFRL renk giderimi için Pleurotus ostreatus 

mantarından elde edilen lakkazı kullanmışlardır ve 4 ile 8 arasında değişen pH 

parametrelerinde çalışmışlardır. Reaktif boyanın renk giderimi en yüksek oranda pH:5.0 

değerinde bulmuşlardır (Inbathamizh et al, 2012). Plou ve ark. Myceliophthora thermophila 

‗dan elde edilen lakkazı kovalent olarak polimetakrilat polimer bazlı boncuklara immobilize 

etmişlerdir ve 6 sentetik boyanın renk giderimini incelemişlerdir.Optimizasyon çalışmaları 

sonucunda  pH‘ın 3 ile 5 arasında olduğu değerlerde en yüksek oranda boya giderimi 

gerçekleştiğini belirtmişlerdir (Plou et al, 2007). 

 

4.4.3. “Reactive Red 5” boyar madde renk giderimi üzerine baĢlangıç boyar madde 

konsantrasyonu etkisi  

Başlangıç boyarmadde konsantrasyonu, sulu ve katı faz arasındaki bütün moleküllerin kütle 

transfer dirençlerini yenmek için etkinleştirici bir güçtür (Özer et al.,1999, Dönmez ve Aksu , 

2002; Shukla,2002 ). Sulu ortamdaki kirleticilerin başlangıç konsantrasyonu, sulu ve katı faz 

arasındaki boyanın kütle transfer direncini yenmek için, dinamik güç sağlaması bakımından 

önemli bir parametredir.  

Serbest ve immobilize lakkazın boya renk giderimine başlangıç boyar madde 

konsantrasyonun etkisi denemelerinde boyar madde konsantrasyon aralığı 0,01-0,1 mg/l 

aralığında değiştirilmiş ve sonuçlar Şekil 4.28‘de sunuldu. Şekilden de görüldüğü gibi, 

maksimum % boyar madde renk giderimi etkinliği, serbest lakkaz için 0,025 mg/L iken, 

immobilize lakkaz için ise 0,05 mg/L konsantrasyon değerinde gözlemlendi. Bu değerlerde 
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gözlenen en yüksek  % boyar madde giderimi etkinliği serbest enzim için %70.03  iken, 

immobilize enzim için  % 75.85 gözlendi. 

 

 

 

Şekil 4.28. Reaktif red 5 boyar madde giderimine başlangıç boyar madde konsantrasyonun 

etkisi 

Başlangıç boyar madde konsantrasyonunun belli bir noktaya artması ile boyar madde renk 

giderim miktarında da bir artış kaydedilmiştir. Belli bir değerden sonra ise boyar madde renk 

giderimde ortalama olarak %10 kadar bir düşüş gözlenmiştir. Literatürde de artan boyar 

madde konsantrasyonu ile belirli bir değere kadar boyarmadde gideriminin arttığı 

bildirilmiştir (Kumar et al,2006; Bakshi et al.1999). Kumar ve ark., (2006) bu durum 

enzimlerin hızlı bir şekilde yüzeysel biyosorpsiyonu gerçekleşir ve bu nedenle 

boyarmaddenin enzim yüzeyinde tutulabileceği etkin yüzeylerin hızla dolması ile 

açıklanabilir . 
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4.4.4. “Reactive Red 5” boyar madde renk giderimi üzerine ortam sıcaklığının etkisi  

Serbest ve immobilize lakkazın boya renk giderimine sıcaklığın etkisi denemelerinde 

sıcaklık aralığı 4 ve 60 oC arasında değiştirilmiş ve sonuçlar Şekil 4.29‘da sunuldu.  

Şekilden de görüldüğü gibi, maksimum % boya renk giderimi etkinliği hem serbest lakkaz 

hem de immobilize lakkaz için 20oC değerinde gözlemlenmiştir. Optimum sıcaklıkta 

gözlenen renk giderimi serbest lakkaz için % 69.96 iken  immobilize lakkaz için % 72.97 

olarak gözlemlendi. 

 

Şekil 4.29. Reaktif Red 5 boyar madde renk giderimine ortam sıcaklığının etkisi 

Bütün kimyasal tepkimelerde oldugu gibi enzimatik tepkimelerde de tepkime hızı sıcaklıkla 

artar. Ancak yüksek sıcaklıklara çıkıldıgında enzim yapısında meydana gelen denatürasyon 

nedeni ile aktiflikte düsüs gözlenir (Tekman ve Öner,1994). Sıcaklık arttıkça enzim 

molekülünün önce tersiyer yapısı, sonra sekonder yapısı (alfa sarmal yapısı) bozulur. Bu 

olaylardan enzimin aktif merkezi de etkilenir ve enzim aktifligini yitirir (Mosbach,1976). 

 

Ünal ve ark. yaptığı bir çalış bazı fenoliklerin klor giderimi ile ilgili yaptığı bir çalışmada 

Trametes versicolordan elde dilen lakkaz kullanılmıştır ve optimum sıcaklığı 25 oC olarak 

bulmuşlardır (Ünal ve ark.,2011). 20 oC gibi yüksek olmayan bir sıcaklıkta  elde edilen 

optimum  renk giderimi  yüzdesi çevresel uygulamalar için umut verici olarak 

değerlendirilmektedir. Yüksek sıcaklıklarda elde edilen yüksek biyosorpsiyon değerlerinin 
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uygulanabilirliği maliyet açısından bir sınırlama ile karşı karşıyadır. Bu nedenle çevresel 

uygulamalarda endüstrinin koşulları da göz önünde bulundurularak, ilave bir ısıtma-soğutma 

sürecine bağımlı olamayan arıtım teknolojileri öne çıkmaktadır. Bu nedenle  Poli(MA-alt-

MVE)/ODA-MMT nanokompozitine immobilize lakkaz ile yapılan optimizasyon sonucu  

gözlenen 20 oC, maliyeti düşük endüstriyel uygulamalar için umut verici olarak 

değerlendirilebilinir. 

 

4.4.5. “Reactive Red 5” boyar madde renk giderimine temas süresinin etkisi  

Reaktif madde renk giderimi çalışmalarında önemli bir parametrede temas süresidir. 

Serbest ve immobilize lakkazın boyar madde renk giderimine temaz süresinin etkisi 

denemelerinde süre aralığı 0 ve 120 dakika arasında değiştirilmiş  ve sonuçlar  Şekil 

4.30‘da  sunuldu. Şekilde görüldüğü gibi, maksimum % boya renk giderimi etkinliğinde 

serbest lakkaz 120. dakika optimum değere ulaşırken, immobilize lakkaz da ise 90.dakikada 

gözlemlendi. İmmobilize enzim için 90. dakikadan sonra renk giderimi oranında önemli bir 

değişim kaydedilmedi. Ancak serbest lakkaz için renk giderimi oranında %10‘a yakın bir 

düşüş saptandı. 

 

Şekil 4.30. Reaktif red 5 boyar madde renk giderimine temas süresinin etkisi 
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Şekil 4.30‗dan da görülebileceği gibi, 240 dakika boyunca belli aralıklarla örnekler alınarak 

yapılan ölçümler sonucunda 0. dakikadan sonra önemli bir değişimin olmadığı saptandı. 

Deneysel sürecin ilk 90 dakikasında immobilize enzimde bulunan ve ―Reactive Red 5‖ için 

aktif bağlanma bölgeleri olarak görev yapabilecek bölgeler tamamen kaplanmaktadır. Bu 

nedenle 90. dakikadan sonra boyarmadde ile temasa devam edilse bile aktif bölgelerde 

bağlanabilecek bir bölge olmadığından sonuç değişmemektedir. Literatürde farklı boya ve 

boyarmaddelerin biyosorpsiyonu için farklı biyosorbentlerin kullanımları sonucunda farklı 

sürelerde dengeye ulaşıldığı görülmektedir (Tunali, 2009; Çolak, 2009; Zhang, 2009).  

4.4.6. Serbest ve immobilize enzimin depo kararlılığı 

Enzim immobilizasyonundaki en önemli parametrelerden biri de immobilize edilmis enzimin 

depolama karalılıgıdır. Hem serbest hemde immobilize lakkaz pH 4.5‘da, sodyum asetat 

tamponu (0,01 M) içerinde +4 0C da serbest ve immobilize lakkaz muhafaza edilerek dan  

belirli zaman aralıklarında 0,05 g örnek alınarak Bölüm 3.2.6.‘de anlatılan yönteme göre 

boyar madde renk giderimi tayini yapıldı. Tepkime süresince, pH (4.5 ) ve sıcaklık (25 0C) 

sabit tutuldu. Depolama kararlılıklarının, depolama süresi ile değişimi Şekil 4.31de 

gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 4.31. Depo kararlılığı grafiği 
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Serbest enzimle karşılaştırıldığında immobilizasyonun, enzimi daha kararlı bir pozisyonda 

tuttuğu kesinlikle görülmektedir. Serbest enzimle yapılan 27 günlük çalısma sonunda 

serbest enzimin baslangıç aktivitesinin % 33ünü koruduğu gözlenirken. immobilize lakkaz 

enziminin başlangıç aktivitesinin % 65‘ini koruduğu gözlendi. Bu sonuçlar immobilize 

lakkaz enziminin aktivitesinin serbest lakkaza kıyasla iki kat koruduğunu göstermektedir. 

 

Konuyla ilgili daha önce yapılan çalışmalarda da, immobilize lakkazın, serbest lakkazdan 

daha kararlı oldugu görülmektedir. D‘Annibale ve arkadaşlarının yaptıgı bir çalışmada 

lakkaz, eupergite immobilize edilmiş ve 2 ayda % 85 aktivitesini korurken 6 ay sonunda 

aktivitesi % 53‘e düşmüştür (D‘Annibale et al, 2000 ). Başka bir çalışmada D‘Annibale ve 

arkadasları, 6 ayda % 17‘ye düşen serbest lakkaz aktivitesinin, kitosana immobilize 

olduğunda % 60‘a düştüğü belirtmişlerdir (D‘Annibale et al,1999). Dodor ve 

arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada, serbest lakkaz 4 ayda % 10 kadar bir aktivite kaybı 

gözlenirken, immobilize oldugunda aktivite kaybı gözlenmemistir (Dodor et al, 2004). 

Quan ve arkadaşlarının yaptıgı bir çalısmada, lakkaz platin yüzeyine kovalent 

baglandıgında 2 ayda aktivitesinin % 80ini korudugu görülmüştür (Quan et al, 2004). 

 

 

4.4.7. Tekrar kullanılabilirlik  

Bu çalışmada enzimler fiziksel adsorpsiyon yoluyla immobilize edilmiş ve bu enzimlerin 

tekrar kullanım sayısını incelemek amacıyla Bölüm 3.2.6.‘da anlatılan % renk giderimi 

üzerinden aktiflik tayini deneyleri yapıldı. İmmobilize lakkazın tekrar kullanılabilirligini 

incelemek için 3 günde 10 kez tekrar kullanıldı.  Tepkime süresince, pH (4.5) ve sıcaklık 

(250C) sabit tutuldu. 
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Şekil 4.32. İmmobilize lakkaz enziminin tekrar kullanılabilme durumu 

 

 

İmmobilize enzimin 10 kez kullanılması sonucunda baslangıç veriminin  % 77.3‘ünü  

korunduğu gözlendi (Şekil 4.31). Literatür ile karşılaştırıldığında bulunan %77.3 değerinin 

yüksek olduğu söylenebilir. PVA üzerine immobilize lakkaz  enzimin 10 kullanımdan sonra 

aktifliginin %60‘ını koruduğu belirtilmiştir (Yinghui et al.,2002). 
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5. SONUÇLAR 

Hızla artan dünya nüfusu ve buna paralel olarak artan üretim ve tüketim sonucunda bu 

ilişkiye paralel olarak geniş hacimde atık sulardan boya maddesinin  uzaklaştırılmasında 

etkin ve düşük maliyetli olan, biyosorpsiyon gibi alternatif arıtma metodlarına ihtiyaç 

duyulmaktadır. Biyoteknolojinin tanımı göz önüne alındığında insanlığın yararına ihtiyaç 

duyulan mal ve hizmetlerin üretiminde ekonomik, kolay kullanılabilir ve tekrarlanılabilir 

olmasının önemi ön plana çıkmakatadır. Özellikle içerdiği kirleticiler bakımından önem 

taşıyan atıksuların büyük bir çoğunluğunun boyama işlemlerinden kaynaklanan tekstil 

endüstrisinin neden olduğu çevresel kirlilik; bu endüstride kullanılması zorunlu olan 

kimyasallar ve hammaddeler, prosesler, uygulanan teknolojiler ve oluşan ürünler 

açısından değerlendirildiğinde oldukça karmaşıktır (USEPA,1997,1998). Tekstil 

boyalarını atık sulardan uzaklaştırma çalışmaları, son yıllarda yoğunlaşmış ve bu 

amaçla çok çeşitli teknikler geliştirilmiştir. Uygulanan tekniklerin, çevreye yeni atıklar 

oluşturmaması ve maliyetlerinin düşük olması için yoğun çalışmaların yapılması 

gereklidir. 

 

Sulu ortamlardaki ve/veya atık sulardaki kirletici ajanların uzaklaştırılması işleminde 

basidiomycetes grubundan beyaz-çürükçül odun mantarları olarak bilinen fungusların, 

atık sulardaki inorganik veya organik kirlilikleri parçaladıkları ve bu atıkları 

mikroorganizmalarınbünyelerinde biriktirdiği rapor edilmiştir (Bayramoğlu ve Arıca, 

2007). Bu biyolojik parçalanma işleminde kompleks lignolitik enzimatik sistemler organik 

molekülleri veya bileşikleri biyolojik yolla parçalamaktadırlar (Robles et al,2000). 

 

Bu çalışmada, beyaz bir çürükçül fungus olan Trametes versicolor’dan elde edilen 

lakkaz Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanokompozitlere fiziksel adsorpsiyon yöntemi ile 

immobilize edildi ve sulu ortamlardan Reaktif red 5 boyar maddesinin 

uzaklaştırılmasında kullanıldı. Çalışmamız üç basamakta gerçekleşti. İlk basamakta 

interkalasyon/yapraklanma ve interlameller aşı(graft) kopolimerizasyonu metodlarıyla 

poli(MA-alt-MVE)-g-PLA/ODA-MMT ve poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanokompozitleri 

sentezlenmiştir. İkinci basamakta ise sentezlenen nanokompozitlere Trametes 

versicolor’dan elde edilen lakkaz enzimi immobilize edilmiştir ve son basamakta da 
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poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanokompozitlere immobilize lakkazın boya arıtımdaki 

aktivitesi araştırılmıştır. 

 

1.Basamakta farklı çözücülerde sentezlenen poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT 

nanokompozitler çeşitli yöntemlerle analiz edilmiştir ve şu sonuçlara ulaşılmıştır: 

 

- Deney;polilaktik asit, dioksan ve  biyolojik deneyler için fosfat tamponu ortamlarında 

yapraklanma-absorpsiyon ve aşı polimerizasyonu yöntemleri ile yüzey katları  oktadesil 

aminle modifiye edilen organik montmorillonit  ODA-MMT eşliğinde çeşitli reaksiyon 

şartlarında gerçekleştirilmiştir. Bilnen metodlardan farklı olarak,  aşılama yoluyla 

poli(laktik asit) (PLA)‘nın, ODA-MMT üzerinden reaksiyona girmesi ve katilitik etkiyle 

organosilikatların alkil amonyum iyonlarıyla etkileşime girerek aşı kopolimerizasyonu 

gerçekleşmiştir. PLA dışında farklı çözücülerde kullanılarak (dioksan ve fosfat tamponu)  

iyi dağılım morfolojisi olan çok iyi yapraklanmış(dökülen) kopolimer/silikat tabakalı 

nanohibrit sistemler sentezlenmiştir.  

- Bulgularda gösterilen Şekiller-Çizelgeler‘de görüldüğü gibi, farklı molekül ağırlığındaki 

fonksiyonel kopolimerlerin ve organo-silikatların (yüzey modifiye edilmiş 

montmorillonitler ODA-MMT) eşliğinde interlameller aşılama polimerleşmesinden elde 

edilen nanokompozit hibridlerin yapı-özellikleri ilişkileri FTIR ve NMR spektroskopisi, 

termal (DSC, TGA-DTG), X-ray diffraksiyon (XRD) ve SEM-TEM morfoloji analiz 

yöntemleri kullanarak incelenmiştir.  

- Tezin bu bölümünde elde edilen sonuçların genel açıklamaları:  

(a) İnterkalasyon/yapraklanma ve interlameller aşı(graft) kopolimerizasyonu 

yöntemleriyle sentezlenme reaksiyonlarında karboksil grupları içeren polimer zincirlerin 

silikat galerileri arasına nüfuzu anhidrit gruplarının silikat tabakalarının yüzeyinde 

bulunan alkilaminle hidrojen bağı oluşturması ile gerçekleştiğini tespit eden faktörleri 

(FTIR ve XRD analiz sonuçları) dikkate alarak bu reaksiyonların nano-yapı oluşumunu 

da içeren genel mekanizması verilmiştir.  

(b) Sentezlenen nanokompozitlerin yapı–özellikleri ilişkileri FTIR spektroskopi, 

TGA-DSC ve XRD spektrogonimetri ve SEM-TEM yüzey- ve iç-morfoloji analiz 

yöntemleriyle incelenmiştir. Farklı çözücüler kullanılarak sentezlenen nanokompozitlerin 
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kimyasal ve fiziksel yapıları ve özellikleri (ısısal davranışları ve yüzey morfolojisi) 

karşılaştırmalı incelenmiştir. Nanokompozitlerin organo-MMT silikatının düşük oranda 

(% 3.2) organo-MMT silikat içeriğine rağmen onların saf kopolimerlere göre daha farklı 

yapılara (yarı-kristalinite ve düzenli morfoloji) ve özelliklere (eriyik geçişi, yüksek termal 

davranışları) sahip oldukları tespit edilmiştir. Bu gözlenen durum, organo-MMT 

tabakalarının yüzey fazlar arası temas alanının polimer zincirlerinin etkin nüfuzu 

sayesinde önemli derecede artmasıyla açıklanabilir. 

 

(c) Sentezlenen sistemlerde nano-yapıların varlığı DSC-TGA, XRD ve SEM-

TEM gibi termal, fiziksel yapı, yüzey morfoloji analizleriyle de desteklenmiştir: (1) DSC 

analiz sonuçları nanokompozitlerin semi-kristalik yapıya sahip olduklarını; (2) DSC 

eğrilerinde Tg ve Tm ısısal geçişlerin varlığı, (2) Farklı molekül ağırlığındaki 

kopolimer/organo-MMT nanokompozitin DSC-TGA davranışlarındaki gözlenen önemli 

farklılıklar ve karşılaştırmalı değerler; (3) XRD spektrumlarında kristalik fazlara uygun 

piklerin şiddetinin önemli derecede artması, silikat tabakalarını karakterize eden piklerin 

yer değişimi ve tabakalar arası mesafenin göstergesi olan tabakalar arası alanın (d-

spacing) değerlerinin artması ve (4) SEM-TEM morfoloji görüntülerinde 

nanokompozitlerde silikat tabakaları yüzeyinde güçlü hidrojen bağının varlığına bağlı 

olarak daha düzenli ve yoğun morfoloji yapıların oluşumu, incelenen polimer 

sistemlerde nano-yapıların varlığının göstergesi olarak değerlendirilebilinir. Ayrıca 

reaktif ODA-MMT içeren nanokompozitlerin tabakalar arası proseslerde fiziksel iletişimin 

(H-bağı) yanısıra kimyasal reaksiyonun da (amidleşme) önemli katkıda bulunduğu 

söylenebilir. 

 

 

 

 2. Basamakta ise poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanoyapılarına lakkaz immobilizasyonu 

işlemi gerçekleşmiştir ve immobilizasyon için optimizasyon çalışmaları çalışmıştır. Bu 

bölümden çıkan sonuçlar: 
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- Yapılan deneysel çalışmalar sonucunda fiziksel adsorbsiyon yönteminin, kovalent 

bağlanmaya göre daha fazla miktarda lakkaz enzimini tutmasından dolayı Poli(MA-alt-

MVE)/ODA-MMT nanokompozitlerine lakkaz enzimi fiziksel adsorpsiyon yöntemiyle 

bağlanmıştır. Fiziksel bağlanma yönteminin kovalent bağlanmaya göre daha kolay 

gerçekleşmesi, maliyetinin daha düşük olması gibi çeşitli avantajlara sahiptir. Bunun 

yanında kovalent bağlanmaya göre bazı dezavantajlara da sahiptir. Kovalent ve fiziksel 

bağlanma yöntemlerinin üstünlükleri ve zayıf yönleri Çizelge 5.1‘de kısaca 

özetlenmiştir.Söz konusu avantajlardan dolayı fiziksel adsorbsiyon yöntemiyle deneye 

devam etmek çalışmamız için avantaj olmuştur.  

Çizelge 5.1. Fiziksel adsorpsiyon ve kovalent bağlama immobilizasyon yöntemlerinin 

karşılaştırılması (Değiştirilerek uyarlanmıştır; Telefoncu,1986) 

          

              Karakterestik 

   TaĢıyıcıya bağlama yöntemi 

Kovalent Bağlama Fiziksel 

Adsorpsiyon 

Hazırlama Zor Kolay 

Subsrat özgüllüğü Değişebilir Değişmez 

Rejenerasyon Mümkün değil Mümkün 

Genel uygulanabilirlik Orta  Düşük 

İmmobilizasyon maliyeti Yüksek Düşük 

Bağ gücü Kuvvetli Zayıf 
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İmmobilizasyon için yapılan optimizasyon çalışmaları sonucunda: 

-Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanokompozitlerine lakkaz immobilizasyonu için optimum 

pH değeri 4.5, optimum sıcaklık değeri 37oC, optimum başlangıç lakkaz derişimi 0,025 

mg/ml,  optimum temas süresi 30 dakika bulunmuştur. 

 

 

3.Basamakta  ise ―Reactive Red 5‖ boyar madde renk giderimi çalışmaları serbest 

enzim ve bir önceki basamaklarda elde edilen immobilize enzim ile gerçekleştirilmiştir. 

Boyar madde renk giderimi için gerçekleştirilen optimizasyon çalışmaları sonucunda 

elde edilen veriler: 

 

- Boya bileşiklerini sulardan uzaklaştırma verimliliğini etkileyen önemli parametreler 

arasında ortamın pH‘sı ve ortamdaki kirleticinin başlangıç konsantrasyonu olduğu 

bilindiğinden Boyar maddelerle kirletilmiş atık sular pH değerlerine göre farklılık 

göstermekte olduğundan boyar madde biyo etkileşimi, boyarmadde ve serbest veya 

immobilize enzim yapısına bağlıdır. Boyarmaddeler, doymamış bağlar ve farklı 

fonksiyonel gruplara sahip kompleks aromatik organik bileşiklerdir.Bu nedenle farklı pH 

değerlerinde farklı iyonizasyon değerlerine sahiptir ve bu da boyarmaddemolekülleri 

üzerindeki net yükü değiştirmektedir. Biyosorbent yüzey, farklı fonksiyonel grupları olan 

biyopolimerlere sahip olduğu için biyosorbent üzerindeki net yük de ortamın pH 

değerine bağlıdır. Dolayısıyla ortamın pH değeri sucul ortamlardan boyarmaddenin 

uzaklaştırılmasında önemli bir parametredir. Ortam pH‘sı boya bileşiklerin 

çözünürlüğünü ve enzim yapısında mevcut olan fonksiyonel grupların iyonlaşmasına 

(örneğin, karboksilat, fosfat ve amino grupları) etki ettiğinden, önemli çevre kirletici 

grubu içerisinde yer alan ―Reactive Red 5‖ azo boyar maddesinin sulu ortamlardan renk 

giderimi, doğal (serbest) ve/veya Poli(MA-alt-MVE) / ODA-MMT nanokompozitine 

immobilize edilmiş lakkaz adsorptif bölgeleri ile boya moleküllerinin sahip olduğu 

fonksiyonel gruplar arasındaki etkileşime bağlıdır. 

Serbest ve immobilize enzim ile karşılaştırılmalı olarak yapılan ―Reactive Red 5‖ boyar 

madde renk giderimi çalışmalarında optimum pH değeri hem serbest hem immobilize 
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enzim için 5.0 bulunmuştur. Optimum pH değerinde % renk giderimi serbest enzim için 

% 65.51 ve immobilize enzim için  %74.13‘dür. 

 

-Serbest ve immobilize enzim ile karşılaştırılmalı olarak yapılan ―Reactive Red 5‖ boyar 

madde renk giderimi çalışmalarında optimum sıcaklık değeri hem serbest hem 

immobilize enzim için 20 oC bulunmuştur. Optimum sıcaklık değerinde % renk giderimi 

serbest enzim için %69.96 ve immobilize enzim için   %72.97‘dir. Düşük sıcaklıklarda 

gerçekleştirilen arıtım süreçleri kolay uygulanabilirliği, maliyeti düşürmesi açısından 

tercih edilmektedir. Çalışmamızdan çıkan sonuç da bu yönden umut vaat etmektedir 

 

-Serbest ve immobilize enzim ile karşılaştırılmalı olarak yapılan ―Reactive Red 5‖ boyar 

madde renk giderimi çalışmalarında optimum başlangıç boyar madde konsantrasyonu 

hem serbest hem immobilize enzim 50 mg/L bulunmuştur. Optimum konsantrasyon 

değerinde % renk giderimi serbest enzim için %70.03 ve immobilize enzim için %78.85  

dir. 

 

-Serbest ve immobilize enzim ile karşılaştırılmalı olarak yapılan ―Reactive Red 5‖ boyar 

madde renk giderimi çalışmalarında optımum temas süresi, serbest ve immobilize 

enzim için sırasıyla 120 ve 90 dk bulunmuştur. Optimum temas süresinde % renk 

giderimi serbest enzim için  %65.8 ve immobilize enzim için  % 70.91 dir.İmmobilize 

enzimin, serbest enzime göre daha kısa sürede optimum süreye gelmesi arıtımda 

zaman açısından kazanç sağlar ve bu yapıların uygulanabilirliği için bir avantaj sağlar. 

 

-Bir destek materyalinde aranılan önemli özelliklerden biri de, bu malzemenin defalarca 

tekrar tekrar kullanılabilmesidir. Rejenerasyon veya tekrar kullanılabilirlik olarak 

tanımlanan bu özellik ayırma işleminin maliyetini önemli ölçüde azaltan bir etmendir.  

Serbest enzim sadece bir kez kullanılabilir, ancak bu enzim uygun bir destege 

immobilize edildiginde defalarca kullanılabilmektedir. Çalışmamızda kullandığımız 

immobilize enzim 10 kez kullanılması sonucunda baslangıç aktifliginin  % 77.3‘ünü  

korumuştur. Elde edilen bu sonuç, çalışmamızdaki immobilize enzimin defalarca ve 

uzun sürece aktifliğini koruduğunu göstermektedir. 
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-İmmobilize edilmiş enzimin depolama karalılığı, enzim immobilizasyonundaki en önemli 

parametrelerden biridir. 27 günlük çalısma sonunda, serbest enzim  baslangıç 

aktivitesinin % 33ünü korurken, immobilize lakkaz enzimi  başlangıç aktivitesinin % 

65‘ini korumuştur.İmmobilize enzimin depolama kararlığının, serbest enzimin iki katı 

kadar bulunması , immobilize enzimin etkinliğini göstermektedir. Çalışmamızda 

sentezlezldeğimiz nanoyapılar immobilizasyonda kararlılığı, depolanma süresindeki 

verimden de anlaşılmaktadır.  

 

Özetle; Bu çalışma sonucunda erişilen veriler, interkalasyon/yapraklanma ve 

interlameller aşı(graft) kopolimerizasyonu metodlarının endüstriyel üretim ve yeni 

yüksek aktivitede biyomühendislik polimer nano-malzemelerin hazırlanması, işlenmesi 

ve geliştirilmesinde kullanışlı bir yöntem olduğu, nano-yapıya sahip kopolimer/organo-

MMT‘lerin immobilizasyon süreçlerinde uyumlu bir yapıya sahip olduğu ve yeni 

akademik ve teknolojik araştırmalarda ve özellikle endüstriyel alanda boyar madde 

arıtımda yeni nanomalzemelerin geliştirilmesinde bir yol gösterici olacağı 

öngörülmektedir. 

 

Çalışmamızın en dikkate değer özelliği, endüstriyel alanda kullanılmak üzere lakkaz 

immobilizasyonu için nano-boyutta, aktivasyon işlemi gerektirmeyen, enzimin doğrudan 

ve kolaylıkla immobilize edilebildiği, ucuz yeni bir destek materyali olarak poli(MA-alt-

MVE)/ ODA-MMT nanokompozit yapılar sentezlenmiş olmasıdır. 
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