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Yapilan caligmada, endustriyel oneme sahip lakkaz enzimi nanokompozitlere
immobilize edilerek reaktif boyar maddenin (Reactive Red 5) renk gideriminde
kullanildi. Bu amacla, tez kapsaminda 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 nanoyapilara, fiziksel

adsorpsiyon yoluyla lakkaz immobilize edildi.

Calismanin ilk asamasinda, kopolimer/ODA-MMT ve kopolimer-g-PLA/ODA-MMT
nanokompozit yapilarin sentezlenmesinde, silikat galerisindeki kopolimerin
interkalasyon/yapraklanma ve laktik asit ve 1.4 dioksan ortamlarinda, ODA-MMT
varliginda kopolimer Uzerine laktik asit monomerinin interlameller agi

kopolimerizasyonu yontemleri kullaniimistir.

Sentezlenen nanokompozitlerin, kimyasal ve fiziksel yapilari, yuzey ve i¢c morfojileri,
termal davranislari, yapi-diizen-morfoloji iliskileri; FTIR, *H ve *C NMR, XRD, SEM,
TEM, DSC ve TGA analiz yontemleriyle incelendi.

Calismanin ikinci agsamasinda, sentezlenen bu nanoyapilara uygun lakkaz
immobilizasyonu igin optimum kosullar pH:4.5 , sicaklik 37°C, lakkaz baslangig

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

Calismanin son asamasinda ise serbest lakkaz ve nanoyapilara immobilize lakkaz ile
endustriyel tekstil boyasi olarak “Reactive Red 5” boyar madde renk giderimi
calismalarinda kullanildi. YUksek renk giderimi icin optimizasyon calismalarinda
serbest ve immobilize lakkaz igi optimum pH’nin 5.0, sicakligin 20°C bulundu. Bunun

yaninda baslangi¢ boyar madde konsantrasyonu serbest lakkaz i¢in 0,025 mg/L iken



immobilize lakkazda 0,05 mg/L bulundu. Optimum zaman galismalarinda ise serbest
lakkaz igin 120 dakika, immobilize lakkaz icin ise 90 dakika bulundu. Lakkaz, 4°C’'de
depolanarak zamana kargi renk giderimde verimliligi incelendiginde serbest enzimin
27 gun sonunda %33 buna karsin immobilize lakkazin ise %65 oldugu gdzlendi.
Calismanin 6nemli diger basamagi ise renk giderimi calismalarinda kullanilan
nanoyaplya immobilize lakkaz kompleksinin, ¢ gunde 10 kez tekrar kullanildiginda

baslangi¢ aktifliginin %77.3 Unu korumaktadir.
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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 -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, *H and *C 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 37°C, 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 °C. 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



and 90 minutes for immobilized laccase. When the productivity of laccase,
maintained at 4°C, 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. GIRIS

Tekstil sanayi, endustri dallar arasinda en ¢ok su kullanilan alanlardan birisidir. Tekstil
atik sularinin renkli olmasi , bu atik sulari diger endustriyel atik sularindan ayiran en
onemli ozelliktir. Tekstil endUstrisinde ortaya ¢ikan atik sularin buyuk bir kismi boyama
islemlerinden kaynaklanmaktadir. Yeterli aritma saglanamamasi durumunda, so0z
konusu atik sularda bulunan boyarmaddeler bulundugu ortamlarda renk ve toksisite

olusumuna neden olmaktadir.

Atik sulardaki renk miktari ylksek seviyelere ulastiinda, dogal sularda isik
gegirgenligini azaltarak, fotosentezi engelleyebilmektedir. Ayrica boyarmaddelerin bazi
sucul organizmalarda birikmesi toksik ve kanserojenik Urtnlerin meydana gelme riskini
de beraberinde getirmektedir. Bu baglamda boyarmadde igeren tekstil endustrisi atik
sularinin renk giderim prosesleri ekolojik agidan 6nem kazanmaktadir (Kocaer ve Alkan,
2000).

Atiklarin yaratacagi sorunlarin giderilmesi igin gesitli aritma sistemleri geligtirilmigtir,
ancak bu sistemlerin kurulmasi ekonomiye dnemli bir yuk getirmektedir. Bu nedenle,
cevre kirliligine yol agan bazi zararli maddelerin gideriimesinde dusuk maliyetli ve etkin

metotlarin gelistirimesi ekonomik agidan énemlidir.

Son yillarda cevre kirliligine yol acan atiklarin daha etkin bir sekilde giderilmesi igin
gelistirilen yontemler arasinda biyoteknolojik yontemleri 6n plana ¢ikmaktadir.
Biyoteknoloji, organizmalarin, biyolojik sistemlerin ve bunlarin sireglerinin pratik ve
ticari amaglar igin kullanilmasi olarak tanimlanabilir. Biyoteknolojik sureglerde temel
kavram mikroorganizmalarin atik maddeleri besin olarak kullanmasi ve ¢evreye zarar

vermeyecek bilesiklere donustirmesidir (Dimile, 2005).

Mikroorganizmalar, atik maddeleri enzimatik olarak pargalamaktadirlar. Ancak
mikroorganizma yerine dogrudan onlardan elde edilen enzimlerin kullaniimasi bir¢ok
avantaj saglar (Park and Shalably, 1993). Enzimlerin kullanildi§i proseslerde, enzim
kaynagi olarak, mikroorganizmalarin kullaniimasi ile diger yontemlerde kullanilan
havalandirma ve c¢oOkturme tanklarina ihtiyag olmadigi igin, yatinm masraflari azalir.

Enzimler segici ve aktif biyomolekillerdir ve bir destek Uzerine tutuklandiklarinda,
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mikroorganizmalara gore daha genis pH ve sicaklik araliginda caligabilmektedirler.
Immobilizasyon ile enzimler, katalitik proseslerde aktifliklerini koruyarak, tekrar ve

surekli kullanilabilmektedirler.

immobilizasyon yénteminde destek olarak kullanilacak materyaller, kullanim amacina
uygun sekilde secilmelidir. Destek materyali, suda ¢ézinmeme, gozenekli yapida olma,
mekanik, kimyasal, biyolojik ve termal kararlihga sahip olma gibi 6zelliklere sahip
olmalidir. istenen dzelliklerde hazirlanabilmesi ve maliyetlerinin diisiik olmasi nedeniyle,

polimerik materyaller daha ¢ok kullaniimaktadirlar.

Bu tez calismasi kapsaminda, tekstil atik sularinda bulunan reaktif boyar madde
‘Reactive Red 5" renk giderimi, g¢alisma kapsaminda sentezlenen poli(MA-alt-

MVE)/ODA-MMT nanokompozitlere immobilize lakkaz ile incelenmistir.
Calismamiz 3 asamada gergeklesmistir:

1.Asamada; Yapraklanma-absorpsiyon ve asi polimerizasyonu yontemleri ile yulzey
katlari oktadesil aminle modifiye edilen organik montmorillonit ODA-MMT esliginde
cesitli reaksiyon sartlarinda poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanokompozitleri

sentezlenmistir.

Sentezlenen hibridlerin nano-yapilarinin, termal ve kristalinite davranislarinin, taramal
elektron mikroskobu (SEM), gecirimli elektron mikroskopu(TEM), X-isini difraktometresi
(XRD), FTIR ve 'H ve ®*C NMR spektroskopisi, DSC-TGA isisal analiz ydntemi
kullanarak incelenmesi ve nano-yap! olusumu mekanizmasinin yapisal modellenmesi
ve aclklanmasi, silikat tabakalari arasi gergeklesmesi beklenen fiziksel (H-bagi) ve

kimyasal iletigsimlerin incelenmesi gergeklestiriimistir.



2.Asamada; Trametes versicolordan elde edilen lakkaz enzimi, sentezlenen nano-
kompozitlere fiziksel adsorpsiyon yoluyla immobilize edilmistir ve immobilizasyon igin

optimum kosullar incelenmisgtir.

3.Asamada ise; Bir dnceki asamada elde edilen immobilize lakkaz ile reaktif tekstil
boyar maddelerinden “Reactive Red 5” renk giderimi igin optimum Kkosullar
arastinimistir.  Optimizasyon c¢alismalarinda immobilize lakkaz ile yapilan butin
calismalar, serbest lakkaz ile kargilastirmali olarak yapilmistir. Ayrica boyar madde renk
gideriminde, immobilize lakkazin depolanma ve tekrar kullaniima kararlilgi

arastiriimistir.

Yapilan galismada elde edilen uygun suregle reaktif boyarmaddelerin renk giderimi
islemlerinin en ekonomik sekilde gerceklestiriimesinin yani sira insan ve gevre saghgi
acgisindan en az zararli ve uygun sekilde yapilmasi amaglanmistir. Calismanin temel
amacinda,boyar madde aritiminin verimli ve etkin bir sekilde yapilmasi ve aritimda en

az seviyede enzim ve enerji tiketiminin saglanmasi hedeflenmigtir.



2. GENEL BILGILER

Bu bdélimde deneysel kismin daha iyi anlasilabilmesi agisindan nanokompozitler ve
silikatlarin genel yapisi ve 6zellikleri, polimer silikat tabakali nanokompozitler, lakkaz ve

immobilizasyon ile ilgili bilgiler sunulmustur.

2.1. Nanodolgu Maddeleri

Polimerler genellikle performanslarini artirmak icin gesitli dogal ve sentetik bilesenlerle
birlikte kullanilirlar. Bu bilesenler polimer dolgusu olarak adlandirilirlar. Nanodolgu
maddeleri yillardir plastik enduUstrisinde buyuk bir 6neme sahiptir. Genellikle inorganik
materyallerden olusan nanodolgu maddelerini, dizilis ve vyapisi itibariyle polimer
matriksinden fakh olan kati formdaki ek (ilave) maddeleri olarak tanimlayabiliriz. Dolgu
maddelerinin modifiye edilip kullaniimasiyla, polimer daha kullanigli hale gelir.
Nanoboyuttaki bu partikuller, polimerlerin yUksek modul kazanmasini, dayaniklihgin
artmasini, 1s1 direncinin artmasini, gaz gecirgenliginin ve yanma 6zelliginin azalmasini ve
biyobozunurlugunun artmasini saglar (Qinghui,2007). Nanodolgu maddeleri, kimyasal
bagd olusumunda, bir yapinin doldurulmasinda, polimer matriksinin konformasyonel
pozisyonun duzenlenmesinde, birbirine yakin molekul gruplarinin immobilizayonunda ve
ayrica polimer matriksini yonlendirilmesi gibi bir cok uygulamada kullanilabilir. Nanodolgu
maddelerinin; kalsiyum karbonat, seramik, karbon karasi, sentetik(boehmit aliuminyum),
karbon nanottip, karbon fiber, dogal fiber, seluloz, aktiflestiriimis kil, dogal kil, sentetik kil,
organokil, silika, montmorillonit, altin, gmus, grafit, mika, talk, magnezyum hidroksit,
fosfat, zinkoksit, polioligomerik silsesquioksan(POSS) nanodolgu maddeleri
(http://www.reade.com/Products/Nanomaterials/nanofillers_nanoadditives.html) gibi

bircok cesitleri vardir ve sayilarida gun gectikge artmaktadir.

Nanodolgu maddelerinin, destek 6zelligine karar veriimesinde etkili ve yardimci tg faktor
vardir bunlar; partikal bayudklaga, yapisi ve yuzey 6zellikleridir. Yukarida bahsedilen bu
uc Ozellikten dolgu malzemesinin partikil buyuklugt en onemli etkiye sahiptir (Rothon
,1995; Blow,1971; Dick 2001; Eirich 1978). Bahsedilen guglendirme teriminden kasit;

modulusta artis ve son 6zellikler olarak bilinen gerilim kuvveti, yirtilma direnci ve asinma
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direnci ile ilgili guclendirmeler ile malzemenin nihai performansini arttirmaktir. Dolgu
malzemelerinin partikil boyutu ve yapisi, yuzey alani ve gozenekli yapi gibi karakteristik
Ozellikleri (Vijayalekshmi V., 2009) vardir:

Partikil boyutu: Modulus ve gerilim kuvvetindeki artig, buyuk bir oranda dolgu

maddesinin partikil boyutuna baghdir. Daha kuguk boyutlardaki dolgular buyuk
boyuttakilere oranla bilegsime daha buyuk destek saglarlar. Partikil boyutu direk olarak
dolgunun gram bagina dusen yuzey alaniyla ters orantili oldugu igin, ana yapinin matriks
faziyla temasta olan ylzey alanindaki artis ayni oranda destekte artisa sebep olacaktir.
Partikil boyutunu duastirmek ayni zamanda polimer-dolgu etkilesimlerini basarili bir
sekilde etkileyecektir. Ortalama parikil boyutuna ek olarak, ayni zamanda matriks

fazinda partikil dagihminin da yapiy1 guglendirmede belirgin etkileri vardir.

Yuzey alani: Destek derecesini belirleyen en 6nemli faktor, genis polimer-dolgu
malzemesi arayuzeyi gelistirmektir ve bu da sadece kolloidal boyutlardaki partiktllerle
saglanabilir. Partikile edilmis katinin yuzey alani partikil buyukligine baghdir.
Gergekte, partikullerin boyutlari gesitli ve genellikle kireselden farkhdir. Ayni partikdl
boyutuna sahip farkli dolgu malzemeleri; silika ve karbon siyahi érneginde oldugu gibi
ayni destegi saglamazlar. Ayni zamanda, partikul sekli de kuresel, kubik, prizmatik,
tubdler, pulsu, uzun gibi farkh dolgu malzemeleri igin farkliliklar gosterebilir. Kuresel

olmayan partikuller daha basarili destek saglayabilirler.

Gozenekli yapi: Gozenekli yapi karbon karasinin karakteristik 6zelligi oldugu gibi bagka

tanecikli dolgu tiplerinde de gorulebilir. YUksek derecede destek gerekmeyen
durumlarda; Silikalar, killer, kalsiyum karbonat ve diger mineral dolgu ve malzemeleri

yaygin olarak kullanilir.

Partikdl yapisi: Nanokompozit bilesiminin performansinda ylzey alanina ek olarak dolgu

sekli de etkili 6nemli bir faktérddr. Mineralin kristal formuna bagli olarak, inorganik ve
mineral dolgular partikil geometrisinde dikkate deger farkhlilara sahiptir. Yiksek agi
oranina sahip destek partikilinin ve onun matrikse yapismasinin, kompozitin son

Ozelliklerini kontrol edebilmek agisindan buyuk dnemi vardir.



Kompozit materyalin Ozellikleri organik matriks ve nanodolgu maddelerinin belirli
oranlarda karistiriimasiyla 6nemli 6lgude etkilenir. Karbon karasi, silikat ve diatomit gibi
maddeler yillardir polimer nanokompozitlerde, katki maddesi olarak kullaniimigtir. Ancak
dolgu maddelerinin nanometrik boyutta anlasilabilen karakterizasyonlari ve o6zellikleri
uzun yillardir anlasilamamigtir (Guillaume et al., 2011). Nanokompozitlerle ilgili asil
baslangi¢c noktasi nanodolgu maddelerinin islevselliginin anlagiimasiyla baglamigtir.
Molekuler boyutta kuvvetlendiriimis polimerin varliginda nanokompozitler, makroskobik
boyutta ayni yontem ile yapilmis kompozitlere gére, iki fazli materyaller olarak yeni bir
olusum gosterirler. Bu yapida, polimer yapilari ve polimer tabakalarinin arasina nufus
etmis nanodolgu maddeleri olarak iki fazli materyaller meydana gelmektedir (Biron,
2004; Gloaguen and Lefevre, 2007). Nanokompozitlerin 6zelliklerinin olusmasi igin temel
olan iki parametre, nanodolgu madedesinin yayllmasi ve matriksle etkilesime girmesidir.
Her iki parametre de dolgumaddesinin yuzeyinde meydana gelen kimyasal olaylardan
etkilenir. Nanokompozitler nanodolgu maddelerine goére su sekilde siniflandirilirlar
(Guillaume et al., 2011) :

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

iki boyutlu nanodolgu maddeleri: 0.1 ym capindan daha kiicik capa sahip nanotiip ve

nanolifler

Uc boyutlu _nanodolgu maddeleri: Nanometre boyutundaki silika boncuklar gibi es

boyuttaki nanopartikuller

Tek Boyutln Nanodolgu Iki Boyutlu Nanodolgu Ug Boyutlu Nanodolgn
& p
A\ L I \
N\ § O '\\Nh
Nanoplaka Nanofiber Nanopartikiil

Kalmhik < 100nm Cap < 100nm Biitiin boyutlar: < 100nm

Sekil 2.1. Nanokompozitlerde kullanilan nanodolgu maddeleri boyutlari (ISO/TS27687,
2008)



En yaygin olarak kullanilan nanodolgu maddesi, dogada bol miktarda bulundugundan ve

yuksek bicimlendirme olanagindan dolay killerdir.

2.1.1. Killer

Kil, ince taneli mineralerden meydana gelen ve dogal olarak olusan hidratlagsmis
aluminyum silikatdir. AIPEA (Association International Pour L’ etude des Argiles) terimler
komitesinin tanimina gore killer; topragin dogal olarak meydana gelmis ve ince taneli
minerallerden olusan kismidir (Alemdar, 2001). Killer, kil mineralleri, kil disi mineraller ve
az da olsa hayvansal ya da bitkisel artiklardan olusan organik maddeler iceren mineral
karigimlardir.

Kil minerallerine, sulu silikatlar veya aliminyum silikatlar denir. Fakat bazi minerallerde
aliminyum yerine demir veya magnezyum bulunur. Bu mineraller topraklarin,
sedimentlerin ve kayalarin kolloidal fraksiyonunu olusturmaktadirlar. Killeri kayalardan
ayiran en onemli o6zellikleri, killer cok kuguk boyutlu ve genis yuzey alanl kristallerden
meydana gelir. Ayrica killer yiksek adsorbsiyon 6zelligine sahiptir. Killer tarihten bu yana
ucuz maliyetleri, kolay ve bol miktarlarda bulunabilmeleri ayrica adsorplama, plastiklik,
katyon degistirme ve dusuk poroziteye sahip olabilme gibi 0zelliklerinden dolayi

endustride yaygin olarak kullaniimaktadirlar (Luckham and Rossi,1999).

2.1.1.1. Killerin yapisi

Kil mineralleri, oktahedral ve tetrahedral yapi olmak Uzere iki tip atomik kristal yapidan
olusur. Kil minerallerinin kristal yapilar;; bu iki tip yapinin olusturduklari 6rgu
tabakalarinin farkh kombinasyonlarla Ust Uste gelmeleri ile olusur. Oktahedral yapi Uger
hidroksil ya da oksijenden olugur ve iki tabaka arasinda siki bir sekilde paketlenmis
katyon (aliminyum, demir ya da magnezyum) atomu modeli sergiler. Bu yapi birimine
gibsit adi verilir. Tetrahedral (silika) yapida ise kenarlarda oksijen atomu bulunan bir
dlzgun dort yuzlinun ortasina bir silikon atomunun yerlesmistir ve SiO2 olarak ifade
edilir. Kil mineralleri, oktahedral ve tetrahedral temel birimlerinin olusturduklari farkli
kombinasyonlara gore siniflandirilirlar. Olugan tabakalar bir tetrahedral, bir oktahedral



ise 1:1 tabakali, iki tetrahedral, bir oktahedral ise 2:1 tabakali, iki oktahedral, bir
tetrahedral ve bir oktahedral ise 2:1+1 tabakali olarak adlandirihir (Grim, 1953).

Filosilikatlar ise iki adet tetrahedral silikat tabakasinin arasina baglanmis Al+3 veya
Mg+2 gibi metal iyonlari, hidroksil gruplari ve oksijen gruplari iceren oktahedral
tabakadan olusur (Sekil 2.2.). Silikat galerisinde meydana gelen izomorfik degisimlerden
dolayi (AI*®iin Mg*? ya da Mg*®nin Li* ile) galeri icinde negatif yiik aciga cikmakta ve bu
negatif ylk yine galerilerde yer alan alkali ya da toprak alkali metallerle

dengelenmektedir (Gianellis, 1996).

Tetrahedral silika tabakasi 60 45i
40+ 20H
Oktahedral aliimina tabakasi 3.2 Al* 4 0.8 Mg
40+20H '
Tetrahedral silika tabakas1 60 45i

Sekil 2.2. Filosilikatlarin (2:1) atomik yapilarinin ve kristal yapilarinin gésterimi

Killer ile ilgili yapilan ilk caligmalar kilin minerolojik yapisi, farkli yapidaki Kkillerin
siniflandinimasi, kimyasal tanimlanmasi, igyapisinin aydinlatiimasi, sudaki sisme
ozelliginin belirlenmesi ile ilgilidir. Kil parcaciklarinin minerolojik yapilari anlasildik¢a,
killerin farkli maddeler, 6zellikle polimerler Uzerindeki etkisi arastirimaya baslanmistir
(Grim,1953; Searle and Grimshaw, 1960; Van Olphen,1977; Hoffman and Brindley,
1960; Worrall, 1986; Okada et al., 1990).

Kil pargaciklarinin 6zelliklerinin gelistiriimesiyle birlikte 1950’lerden itibaren kil-polimer
kompozitleri sentezlenmeye baslanmistir. Aragtirmalar 1g1ginda killerin katki malzemeleri
ile olan etkilesimleri farkl tekniklerle karakterize edilmistir ve kil tanelerinin ylzey
yuklerinin ve silis tabakalari arasindaki mesafelerin degistiriimesi ile etkilesimlerinin
degistirilebilecegi anlasiimistir. Killerin tabakalari arasindaki mesafenin arttiriimasi
killerin baska malzemeler ile etkilesimlerini kolaylagtirmaktadir. Tabakalar arasini

8



acmanin en kolay yolu kilin degisebilir katyonlarini alkil amonyum tuzlari ile
degistirmektir. Boylece kile ilave edilen herhangi bir malzeme kilin ylzeyleriyle oldugu
kadar tabakalar arasina girerek kilin i¢c yuzeyi ile de etkilesebilir duruma gelebilecektir
(isci, 2007).

Killer polimer endustrisinde, polimerin fiziksel-mekaniksel 6zelliklerini iyilestirmek igin
kuvvetlendirici amaciyla yaygin olarak kullaniimaktadir. Kilin polimer o6zelliklerini
degistirme etkisi, kilin partiktl bayukligune bagl olan polimer matriksindeki dispersiyon
derecesi tarafindan belirlenmektedir. Bununla beraber kil yuzeyinin hidrofilik yapisi,
organik polimer fazindaki homojen dispersiyonunu engellemektedir (Huang et al., 2001).
Killer ylzeydeki OH gruplarindan dolayl hidrofiliktiler ve bu nedenle organik
surfektanlarla muamele edilerek modifiye edilmelidirler. Killer, degisik &6zelliklerde
kompleksler olusturmak icin kuaterner amonyum katyonlari gibi organik bilegsiklerle
etkilesmektedir. Organik olarak modifiye olmus kil nanokompozitlerin hazirlanmasi igin
kullanilir. Organik killer; kagitta, kozmetikte, ilag ve boya endustrisinde kullaniimaktadir
(Mortland, 1970). Adirlikgca %10 kil ilavesi mekaniksel, termal, boyutsal ve bariyer
performansi dzelliklerini dGnemli dlgude arttirmaktadir. Clinkd nano dlgekte kil ve polimer
arasindaki temas alani oldukg¢a buyuktur (Park et al., 2001). Ticari kil-nanokompozitler

icinde en ¢ok kullanilan kil tipi Montmorillonit (MMT)’dir.

2.1.1.2. Montmorillonit

Montmorillonit, hektorit, saponit, formika, florohektorit, vermikalit ve kaolinitten olusan
tabakal silikat ailesindendir. Damour ve Salvetat (1847) tarafindan Fransa’nin
Montmorillon bdlgesinde bulunan minerale “Montmorillonit (MMT)” adi verilmigtir.
Montmorillonit, filosilikat minerallerin smektit grubu killerine dabhildir ve oktahedral
alumina tabakasinin iki tetrahedral silika tabakalari arasinda sikismasiyla meydana

gelen katmanlardan olusan 2:1 tabakali yapiya sahiptir (Chigwada, 2005).



Su ve degistir 11eb1h1
katvonlar

Simektit x SO00

Sekil 2.3. Montmorillonit simektit kilin SEM fotografinin sematik temsili (Carrado, 2003).

Montmorillonit katmanlari arasinda bulunan iyonlar, inorganik veya organik katyonlar ile
yer degisebilir ve dogal olarak hidratize durumdadirlar. Burada bulunan inorganik
katyonlara “Degisebilir Katyonlar” denir. Montmorillonit mineralinin ve diger Kil
minerallerinin 100 graminda bulunan degisebilir inorganik katyonlarin, mili esdeger molar
kutle sayisina “Katyon Degisim Kapasitesi” (K.D.K.) denir. Bu deger tabakadan tabakaya
degisen ortalama bir deger olarak kabul edilir (Durmus, 2006). Tabakalardaki yuk
eksikligine ve katyonlara bagli olarak tek veya c¢ok tabakali adsorpsiyon gorulebilir
(Grimshaw, 1971).

Diger tabakali silikatlarda oldugu gibi MMT’de dogal olarak hidrofiliktir ve gogu polimer ile
uyumsuzdur. Nanokompozit olusumu ve polimer ile inorganik faz arasinda etkilesimin
olmasi icin oncelikle yuzeyi organofilik yapmak gerekir. Montmorillonitler, polimer
matrisinin inorganik bilegeni arasindaki olumlu etkilesimleri elde etmek icin kolaylikla
yuzeysel olarak modifiye olabilmektedirler. Bu modifikasyon alkil amonyum gibi katyonik
yuzey aktif maddeler ile MMT deki inorganik katyonlarin iyon degisim reaksiyonu yoluyla
yer degistirmesi ile gerceklesir. Alkil amonyum iyonlari silikat tabakalari arasindaki
elektrostatik etkilesimi indirgeyerek galeriler arasina polimer difuzyonunu kolaylastirir
(Doh and Choa,1998).
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Sekil 2.4. Filosilikat tabaka yapilari (Chigwada, 2005).

Alkil amonyum iyonlari; tabakalar arasinda yerlesmis iyonlarla ¢ok kolay yer
degistirdikleri icin ¢ok yaygin olarak kullanilirlar. Alkil amonyum iyonlarinin tabakalar
arasinda farkh yapilar olusturmasi, kil tabakasinin yik yogunluguna baghdir. Amonyum
iyonlarinin, silikat tabakalari arasinda elektrostatik etkilesimi dugurmesinden dolayi

polimerin galeri icinde dagilimi kolaylasir (Ozden, 2004).

\"'r | : NH; I @
\HH;_'" o+ DD —> / / @@
| ammadiid NH,” NH,’ @®

Alkilamomyum 1yonlar Stlikat Organofilik silikat

Sekil 2.5.Silikatlarda katyon degisimi (Zheng, 2005)
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MMT’de bulunan silika tabakalari arasindaki katyon degisim kapasitesi, interkalasyon,
sisme, gozeneklilik ve katalitik aktivite gibi ilging dzellikler sunar. Ozellikle yiiksek sisme
kapasitesi polimerin etkin interkalasyonu i¢in énemlidir (Wang et al., 2004). Bugin MMT
bu oOzelliklerinden dolayi tum kil mineralleri igerisinde en ¢ok tercih edilen malzemedir

(Seymour and Deanin,1987).

2.2. Nanokompozitler

Kompozit malzemeler, iki veya daha fazla sayidaki malzemelerin, en iyi 6zelliklerini bir
araya toplamak ya da ortaya yeni bir 6zellik ¢ikarmak amaciyla, bu malzemelerin makro
seviyede birlestiriimesiyle olusan malzemelerdir. Nanokompozit malzemeler ise 1-100
nm araliginda ultra ince inorganik taneciklerden olugsmus yeni teknoloji malzemelerdir ve
kompozitlerin yeni bir sinifidir. Nanokompozit olusumlarin gelismis yanma geciktirici
ozellikleri, arttinlmis egilme modulleri ve isil sekil degistirme sicakliklari ile dugsuk
gecirgenlik Ozellikleri avantaj saglamaktadir. Bunun yaninda, sisteme guglenme,

iletkenlik, sertlik gibi farkli 6zellikler katan materyaller de i¢erebilir (Chigwada, 2005).

Nanokompozit Uretimine yonelik olarak yapilan ilk éncul ¢alismalar, 1993 (Usuki et al.)
yilinda yayinlanmistir. Japonya’da Toyota’nin arastirma-gelistirme merkezi tarafindan
yapilan bu calismalarda polyamid-6-nanokil “hibrit” materyalinden bahsedilmektedir.
Arastirmacilar, polyamid-6‘nin sentezlenmesinde sisteme ilave ettikleri kil minerallerinin
davraniglarini incelemislerdir ve kil minerallerinin bu organik gruplarla etkilesime girdigi
ve polyamid-6’nin termal kararhligini ve mekanik dayanimini artirdidi anlasiimistir (Yano
et al., 1993; Yu et al., 2004-a). Simdi bu nanokompozit Toyota arabalarinin motorlarinin
atesleme zaman panel kapag! Uretiminde kullaniimaktadir (Marco, 2000). Daha sonra
hizla bu alanda ¢alismalarin ilerlemesiyle “nanokompozit “ terimi (Lan and Pinnavaia,
1994, 1995; Giannelis, 1996) c¢alismalarda kullaniimistir. Bununla beraber

nanokompozitler ile ilgili birgok arastirma baslamistir.
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2.2.1. Nanokompozitlerin sentez yontemleri

Polimer silikat nanokompozit hazirlamak icin igleme teknigine gore kullanilan en yaygin

u¢ metod vardir. Bu metodlar su sekilde 6zetlenebilir (Zheng, 2005) :

Es anli_(In-situ) polimerizasyon yéntemi: Es anli polimerizasyon ydnteminin esas

prensibi, modifiye olmus silikat, monomer ¢ozeltisi icinde veya sivi monomer igerisinde
siser ve monomer, silikat tabakasinin bosluklarina girer. Bu kisimlarda tabakalar
arasinda polimer olusumu (polimerizasyon) gerceklestirilir. Polimerizasyon, uygun
bagslatici, maddenin eklenmesi, organik baglatici, 1s1 veya 1gik ya da silikat sisiriimeden
tabakalar arasina katyon degisimiyle yerlestirilen katalizor kullanilarak baslatilabilinir
(Beyer, 2002).

NH;

Etkilestirme Polimerizasyon
—
I8

- | L ‘.. ' ] '
* \" .“,.‘ ‘ A
\ . ) L — ]

NHz Vulkonizasyon ¢ . — =
Organofilik kil . ajams
Monomer Sisme

polimerizasyon

Sekil 2.6. Es-anli (In-Situ) polimerizasyon metodunun sematik gésterimi (Ozden, 2004).

Cozeltide polimer nufuzu metodu: Cozeltide polimer nufusi metodu, in situ

polimerizasyon metoduna benzer. Bu yontemde, polimerin ¢dzinur, silikatinda sisebilir
oldugu sistem temel alinmigtir ve polimer-kil nanokompozit malzemeleri sentezlemek igin
polar ¢dzlcller kullanilir. ilk olarak kil, metil etil keton (MEK), aseton, N,N dimetil
formamid (DMF), toluen, kloroform veya su gibi ¢ozuculerde sisirilir ve daha sonra
polimer ¢bzlcude ¢dzlnerek, ¢ozunmus polimer karisimi sisirilen kil tabakalarina ilave

edilir. Son olarak vakum altinda buharlasmayla ¢o6zucu ortamdan uzaklastiriir. Bu
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metodun avantaji; dusik polarite veya hi¢ polar olmayan polimerlerin kullaniimasiyla

nanokompozit malzemelerin sentezlenebilmesidir (Beyer, 2002).

Vakumda
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Aralanmis Tabakali Coziicii
Nanokompozit Molekiiller:

Yapilanma

Sekil 2.7. Cozeltide polimer nifuzu metodu sematik gorinimi (Ozden, 2004).

Eriyik fazda polimer nufuzu ydéntemi: Eriyik fazda polimer nufuzu metodunun esas

prensibi, polimer ve organdfillik kilin yavas yavas isitiimasi ve kilin, polimer malzemenin
arasina katilmasiyla nanokompozit malzemeyi elde etmektir. Bu ydntemde; silikat
tabakasi polimer matriksiyle karigtirilabilinir. Tabaka ylUzeyleri, secilen polimerle yeterli
Olcide uygun oldugunda, polimer tabaka ici bosluga agir agir ilerler ve polimer, kil
tabakalarini aralanmis tabaka yapili (intercalated) veya dagiimis tabaka yapil

(exfoliated) nanokompozit seklinde ayirir (Cao et al., 2002).

Son yillarda polimer silikat tabakali nanokompozitlerin hazirlanmasinda eriyik fazda
karistirma yontemi ¢ok kullaniimaktadir. Eriyik faz metodunun c¢ok kullaniimasinin
sebepleri arasinda, hi¢ ¢ozelti kullaniimamasi sayilabilir. Bu yizden, eriyik faz yontemi
endustriyel uygulamalari daha gevreci ve daha ekonomik hale getirmektedir (Ray and
Okamoto 2003).
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Sekil 2.8. Eriyik fazda polimer niifuzu metodu sematik géranimi (Ozden,2004).

Nanokompozit sentezinde genel bir yontemin bulunmamasinin baglica nedeni sistemler
arasindaki fiziksel ve kimyasal farkhliklarla ydntemlerde kullanilan ekipmanlarin
birbirinden farkli olmasidir. Her polimer sistemi, istenilen Urin o6zellikleri ve proses
verimliligine dayali olarak farkli kosullari gereksinmektedir. Bu farkliliklardan dolayi da

calismalarin sonuglari birbirine esdeger olmamaktadir.

2.2.2. Nanokompozitlerin siniflandirilmasi

Genel olarak nanokompozitler yapilarina, matrikslerine ve boyutsal 6zelliklerine gére U¢

sinifa ayrilir:

2.2.2.1. Nanokompozitlerin yapilarina gore siniflandiriimasi

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

Faz ayrisik mikrokompozit yapi: Kil kimeleri igine polimerin herhangi bir yayilmasi

yoktur. Polimer ve organik kilin birbirine karisamadigi durumda polimer zincirleri kil
minareleri galerilerine nufuz edemez ve kil minareleri yigin halde birbirine tutunarak
mikrokompozit yapi olugur. Bu yapida polimer zinciri silikat lamelleri arasina

giremediginden dolayi silikat tabakalari arasi uzakliklarda bir degisim gozlenmez.
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Sekil 2.9. Faz ayrisik mikrokompozit yapi (Bafna, 2004).

Tabakalanmis (intercalated) nanokompozit: Tabakalanmis yapida polimer/nanodol- gu

tabakasi orani sabit oldugundan nanokompozitler daha c¢ok bilesik yapisindadir. Bu
yapida; polimer zincirleri, nanokil minarelerinin galerine nufuz eder ve tabakalar
arasindaki uzakhgi artirir fakat kil minarelerinin kristal dizenleri halen tam olarak
bozulmaz yani plakalarin yakinlik ve sirasi korunur. Tabakalanmis yapida, baslangigtaki
nanokilin ¢oklu tabaka yigininin, proses kosullari ve bilesim etkilerine baglh olarak
genellikle daha kugluk yiginlar (tactoid) halinde parcalandigi gézlenir (Durmus, 2006).
Tabakalanmis nanokompozitler, polimerlerin direk araya katilmalari ya da
monomerlerinin ‘es-anli’ polimerizasyonu ile sentezlenirler (Rodlert and Plummer, 2003).

Bu malzemeler elektronik ve ylk tasima 6zelliklerine sahiptirler (Cao et al., 2002).

TN I

Sekil 2.10. Tabakalanmig yapi (intercalated) (Bafna, 2004).

Yapraklanmis (exfoliated ) nanokompozit : Yapraklanmis yapida, polimer zincirlerinin kil

minarelleri galerine nifuz etmesiyle kil tabakalarinin dizenli yigin yapisi tamamen
bozulur ve maksimum dagilim gdsterirler. Yapraklanmis polimer/kil nanokompozitlerinin
fiziksel Ozelliklerindeki iyilesmeler tabakalanmis nanokompozit yapilarina gore daha
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fazladir. Bu nanokompozitler, polimer ve kil arasindaki buyuk ara yuzey alani ve kilin
homojen dagilimdan dolaylr Ustun mekaniksel Ozellikleriyle dikkat cekmektedirler.
Yapraklanmis (exfoliated) nanokompozit yapi sentezinde en ¢ok kullanilan yéntem ‘es-

anl’’ polimerizasyon yontemidir (Durmus, 2006).

Sekil 2.11. Tabakali yapi (exfoliated) (Bafna, 2004)
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Sekil 2.12. Tabakali silikatlar ve polimerler arasindaki etkilesimden agiga g¢ikan farkli
nanokompozit yapilari: (a) Faz ayrigsik mikrokompozit, (b) Tabakalanmis (intercaleted)

nanokompozit, (c) Yapraklanmis (Exfoliated) nanokompozit.
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2.2.2.2. Nanokompozitlerin matriksine gore siniflandiriimasi

Metal matriksli kompozitler: Metal matriksli kompozitlerde, matriks saglam ve dayanikli

metal yapidadir. Ek (ilave) maddelerle kullanilan metal matriksli kompozitler daha ylksek
sicakliklarda kulanilabilirler. Ek maddeler spesifik sertlik ve dayaniklilik, asindirma
direnci, boyutsal istikrarligi ve termal iletkenligi guclendirir. Metal matriksli kompozitler,
yuksek sicaklikta kullanim imkani, yanmama 0zelligi gibi avantajlara sahiptir. Bunun

yaninda pahali olmasi kullanim olanagini kisitlar (Callister, 1997).

Seramik matriksli kompozitler: Seramik matriksli kompozitler yluksek dayaniklilk ve

gerilim ozelliklerinden dolaylr yuksek sicakliktaki uygulamalarda genis bir gekilde
kullanilirlar. Fiber yapilarda gozlenebilen gerinim ozellikleri, seramik matriksli kompozitler

kullanilarak guglendirilir (Kaw, 2006).

Polimer _matriksli _kompozitler: Polimerik materyaller en ¢ok kullanilan matriks

materyalleridir. Ama polimerik materyallerin mekanik 6zellikleri endustriyel uygulamalar
icin kuvvetlendirilmelidir (Matthews and Rowlings, 1994). Polimerik matriksli kompozitler,
tabaka, fiber veya partikil sekline sahip organik veya organik dolgu maddeleri

kullanilarak olustururlar (Fischer ,2003).

2.2.2.3. Nanokompozitlerin boyutsal 6zelliklerine gore siniflandiriimasi

Nano yapinin boyutsal 6zelliklerine gére (Pukanszky, 2005) nanokompozitleri 3 sinifa
ayirabiliriz:

Kuresel nanokompozitler (3 boyutlu ): Tum partikal boyutlarinin nanometrik Olgekte

oldugu nanopartiklllerdir. Genelde izo-boyutsal kiresel partikiller olarak gegerler ve Ug¢
boyutlu bir yapiya sahiptirler. Partikil-partikil etkilesimleri genellikle polimer-dolgu
yapismasindan daha o6nemlidir. Bu sinifta en c¢ok kullanilanlar karbon siyahi,
¢cOkturlilmus kalsiyum karbonat ve silikattir. Codzelti-jel (Reynaud et al., 1999) ve
polimerizasyon yontemleriyle direkt olarak yuzeylerinden elde edilirler (von Werne and
Paten, 1999).
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Lif veya tiip seklinde olan nanokompozitler (2 boyutlu ): iki boyutunun nanometrik diger

boyutunun ise daha biiyiik oldugu yapilardir. iki boyutlu olan nanokompozitlere lifler,
nanotlpler ya da kil kristalleri érnek olarak verilebilir (Ebbesen, 1997). Nanotip ve
nanolifler ileri seviyede mekaniksel ve elektriksel 6zelliklere sahiptirler. Karbon nano
tupler son derece serttirler ve ¢ok esnektirler. Ayrica, karbon nanotlpler karbon
atomlarina bagli olarak ¢ok dizgun bir yapiya sahiptirler. Bu &zellikleri, karbon

nanotlpleri nanokompozitler icin ideal kilmaktadir (Pukanszky, 2005).

Silikat tabakali nanokompozitler (1 boyutlu ): Silikat tabakali hanokompozitlerde, dolgu

partiktllerinin bir boyutu nanometrik 6lgekteyken diger boyutlari daha buyuktir. Silikat
tabakalari; tetrahedral ve oktahedral olmak Uzere iki farki geometrik yapidan meydana
gelir. Tetrahedral silikon, oktahedral ise iki veya U¢ dedgerlikli metal katyon igerir. Bu
geometrik yapilar 1:1 veya 2:1 oraninda birlesirler. Bu nanopartikuller bir ya da birkag
nanometre kalinhgi ile yuzlerce ya da binlerce nanometre uzunluk ve geniglige sahip
kagit seklinde maddelerdir ve bu kompozit sinifi polimer silikat tabakali nanokompozitler
olarak adlandinlirlar (Pinnavaia and Lan, 2000). Bentonit, hektorit, saponit en ¢ok
kullanilan silikat tabakalaridir (Beyer, 2002).

Uc Boyutlu iki Boyutlu Bir Boyutlu

Sekil 2.13.Nanokompozitlerin boyutsal 6zelliklerine gére siniflandiriimasi
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2.2.3.Nanokompozitlerin ozellikleri

Polimer ve kil yada organokilden olusan nanokompozitler ¢ok kuguk miktarlarda Kil
icerseler bile saf polimere kiyasla ¢ok daha gelismis mekanik ve elektriksel ozellikler,
termal kararhlik, disuk gaz gecirgenligi ve optik gecgigenlik 6zelliklerine sahip olurlar (Ray
and Okamoto, 2003; Chen et al.,, 2005; Messermith and Giannelis 1993; Yano et
al.,1993).

Mekaniksel 6zellik: Organik-inorganik hibrid kompozitler; inorganik ve organik

bilesenlerine gore daha Ustliin mekaniksel 6zellikler gosterirler. Saf polimer malzemeler;
0gutme, surtme, asinma ve yirtma gibi dis etkenlerden dolayi zincirlerinin kirilmasiyla
mekaniksel bozunmalara ugrarlar. Fakat nano yapili malzemeler ¢ok saglamdir ve
kirlilmalara karsi oldukga dayaniklidirlar. Ayrica, yuksek elastiklik modultune sahiptirler ve
burkulabilir, dtzlestirilebilirler (Chen-rui et al., 2002).

Elektriksel 6zellik: Nanokompozit malzemelerin, yapilarinda bulunan iyon degistirici

kilden dolayi elektriksel iletkenlikleri yuksektir. Kil, icine konuldugu polimerlerin kristalize
olmasni engeller ve polimerin kristalize olmamasi iletkenligi arttirmaktadir. Kil tanecikleri

yukll ise yukleriyle iletkenlige katkida bulunabilirler.

Termal kararlilik 6zelligi: Kil-polimer nanokompozitleri orjinal polimere gére daha yuksek

camsl gecis ve erime sicakliklarina, termal stabiliteye ve ategse dayanim oOzellikelerine
sahip olurlar. Polimer malzemeler yapilarindaki amorf ve kristal bélgenin varligina goére
Is1 kargisinda farkli davranirlar ve camsi gegis sicakhginda (Tg) yumusarlar. Ayrica isi
surdurdlirse polimer malzeme sivilagir. Kristal polimerler; sert ve amorf bdlgeleri
bulunmadigindan camsi gegis gdstermezler. Camsi gegis sicakliginin Gzerinde polimer
zincir egilir ve geometrisi bozulur. Fakat nanokompozit malzemelerde ise camsi gegis

sicakligl saf polimerlere kiyasla daha yUksektir.

Gaz gecirgenligi Ozelligi: Nanokil fazinin varligi hem gazlarin ¢ozunurluguniu azaltmakta

hem de polimerik filmde ¢O6zinen gaz molekullerinin difizyonunu zorlastirmaktadir.
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Nanokil tabakalarinin olugturdugu zigzag difuUzyon patikasi, bu malzemelerle hazirlanan

filmlerin bariyer 6zelliklerini gelistirmektedir (Yano et al., 1993).

Optik gecirgenlik dzelligi: Kil pargagiklari, cok kiicik boyutta olduklarindan dolayi polimer

matriksi icinde tek tek tabakalar halinde dagildiklarinda gorunur igikta polimerin
gecirgenligi ya degismemekte veya az degismektedir. Geleneksel kompozitlerde
polimere ilave edilen tanecikler polimerin 11k gegirgenligini gozle gorunur oranda

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

2.2.4. Nanokompozitlerin kullanim alanlari

Nanokompozitlerde kullanilan malzemelerin fiyatlarinin  dlismesi, kompozitlerin
hazirlanmasindaki teknik zorluklarin ¢ozulmesi, dretilen yapi elemanlarin agirhiginin
azalmasi ve bu sebeple enerji tuketiminin dismesi ve iyilestirilen mukavemet ve isil
kararlihk birlikte polimerik nanokompozitlerinin  kullanimi  son vyillarda artmaya
baslanmistir. Nanokompozitler elektronik elemanlar, otomotiv sanayi, ugak sanayi ,enerji
endustrisi, biyomedikal endustri, saglik sektdrl gibi pek ¢ok alanda kullaniimaktadir.
Polimerler yaltkan malzemeler olmasina ragmen, son zamanlarda polimer matris
icerisine iletken tanecikler katilarak elde edilen bazi iletken polimerik nanokompozitler
gelistiriimistir. iletken polimerlerin yaygin olarak kullanildi§i alanlar; sarj olabilen pil
yapimi, elektronik alet (transistor, kapasitor, sensor) yapimi, iyon segici elektrot yapimi,
korozyon 6nleme, biyokimyasal analizler, foto elektrokimyasal hiicreler ve elektroreolojik
calismalardir. Nanoteknolojinin ve polimer nanokompozitlerin en ¢ok gelisme kaydettigi
ve gelecekte daha buyuk buluglara imza atilacak sektorlerin basinda biyomedikal
endustrisi geliyor. Nanokompozitlerin sagladigi bircok esnekligi kullanan biyomedikal
endustrisinde ve saglik sektdorinde nanokompozitler; DNA, RNA gibi biyomolekullerin
ayrilmasi ve saflastiriimasi, ¢esitli enzimlerin immobilizasyonu, protein terapisi, kontrolli

ilag salinimi, protez uzuvlarda gibi birgok amagla kullaniimaktadir (Sen ve dig., 2010)
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2.2.5. Polimer/kil nanokompozitler

Gunlik yasantimizin vazgegilmez bir parcasi olan polimerler yiksek mol kutleli
bilesiklerdir. Polimerler, monomerlerin kimyasal baglarla birbirlerine baglanmalari sonucu
olusan bilesiklerdir (Compbell, 1994). Polimerleri elde etmek icin baslangigta kullanilan
fonksiyonlu gruplari bulunan basit molekullere ise monomer denir. Eger polimerler, tek
tur monomerlerden olusuyorsa homopolimer, iki farkli tir monomerden olusuyorsa
kopolimer olarak adlandirilir (Baysal, 1994). Bir polimerik malzemenin herhangi biryerde
kullaniminin uygun olup olmadigi arastirilirken, oncelikle malzemenin mekanik ve 1sisal
dzellikleri arastirilir. istenilen dzelliklere sahip polimerik malzeme elde edebilmek icin
kopolimerler sentezlenerek, istenilen yapi elde ediimeye c¢alisiir. Polimer-kil
nanokompozitlere son zamanlarda olan ilgi organik-inorganik fazlar arasi etkilesim
artirilarak etkin bir karisim elde edilebilmesi ve bdylece malzemelerin fiziksel ve mekanik

Ozellikleri istenilen diizeye ¢ikabilmesinden kaynaklanir (Ray and Okamoto, 2003).

2.2.5.1. Maleik anhidritin alternatif kopolimerleri ve nanokompozitler

Maleik anhidrit, maleik asitteki karboksil gruplarinin esterlesmesiyle olusan bilesiktir.
Maleik anhidrit bir reaktif monomerdir ve onun kopolimerleri de ana zincirde bulunan

maleik anhidrid biriminden dolayi reaktif polimerler olarak anilir (Narayan, 1994).

00

Sekil 2.14. Maleik anhidritin kimyasal yapisi

Maleik anhidritin sahip oldugu fonsiyonel gruplarin verdigi birgok tepkime vardir. Maleik
anhidritde bulunan c¢ift baglar sayesinde olusan tepkimeler literatirde ¢ok genis bir
sekilde yer almaktadir (Rzayev 1984). Anhidrit birimleri ¢esitli amagclara olanak saglar.
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Alkoliz/hidroliz, polariteyi ve direncin adezyon 6zelliklerini arttirmaya yarayan asit gruplari
ortaya c¢ikarabilir. Direng tabakasinin kalinligini arttirmak igin uygun amino gruplar igeren
polimerlerle anhidrit reaksiyon verebilir. Maleik anhidrit polar yapilara tutunmayi artirmak
icin kullanilir. Reaksiyon, maleik anhidritin hidrolizinde olugsan hidroksil grubuyla tabakali
silikatin oksijen grubu arasinda gergeklesir (Kato et al.,1997; Lui and Wu, 2001). Maleik
anhidrit (MA)’in terpolimer, kopolimer ve nanokompozitleri ticari amaclarla kullanilan,
dusuk viskoziteli, suda ¢ozunebilen ve ylksek fonksiyonel ézellikleri olan maddelerdir.
Maleik anhidrit kopolimerleri kaplama, yapistirici, yag katkisi, katyon degisim recginesi ve
diger 6zel uygulamalarda kullaniimaktadir. Maleik anhidrit kopolimerleri ¢ok kolaylikla
cesitli tepkimelere katilabilir ve bu yuzden bunlar termoplastik ve termoreaktif polimer
sentezi igin ¢ok elverigli bir baslangic maddesidir. Anhidrit halkasinin katilmasi ile elde
edilen maleik anhidrid kopolimerleri fonksiyonel grup tepkimeleri tipinde c¢ok sayida

tepkimelere neden olurlar (Rzayev 1984).

Maleik anhidritin, metil vinil eter ile alternatif kopolimerleri bulyomuhendislik
sureclerindeki uygulamalarda genis kullanim alanina sahip, 6nemli biyomuhendislik
polimerler sinifina dahildir. Bu tez calismasi kapsaminda, nanokompozit sentezinde

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

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

Son zamanlarda, optimum yapi-6zellik butinligine sahip bir ¢ok 6zel fonksiyonlu
biyomuhendislik polimerleri gelistiriimistir. Biyomuhendislikte fonksiyonel kopolimerler ve
malzemeler; enzim ve gen tasiyicilari, enzim ve protein kompleksleri, ila¢ tasiyicilari,
tumor hedefli ilag tasiyicilar, ilag tasiyici sistemler, kontrolli salim sistemleri, antitimor,
antimikrobiyal ve antiviral ajanlar, sivi embolik ajanlar, biyomedikal polimer malzemeler,
membran immobilizasyon sistemleri, biyomembranlar, biyokatalistler, biyosorbantlar,
uyaritya duyarli polimerler ve hidrojeller, biyosensorler, biyogipler, biyorezistler ve peptid
yada oligonukleotid sentezini gerceklestiren ajanlar olarak kullaniliyor (Veron et al.,
1996; Ladaviére et al., 1999; Chaix et al., 1998 ; Butler, 1992; Zhou et al., 1998).

MA’nin alternatif kopolimerleri de biyomuhendislik polimer sistemleri sinifina dahil

olmakla beraber nikleik asit ve proteinler gibi molekullere en gok baglanma yeteneginde
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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 antitimaor ajani olarak hastalik teshisi
(Ladaviére et al.,, 1999; Chaix et al., 1998) ve kemoterapide cesitli uygulamalarda
kullanilir (Butler, 1992). MA'nin divinil eterli alternatif siklokopolimeri, ylksek biyolojik
aktiviteye sahip biyomuhendislik polimerleri olarak bilinirler. Antitimor, antiviral,
antibakteryal, antifungal aktivite ajani olarak kullanilir. Bu molekilun biyolojik etkisi
molekuler agirhgi ile belirlenir. Antitimor aktivitesi yaklasik 10000, antiviral aktivitesi
daha yuksek mol agirlikta ve toplam toksisitesi 30000 dolayindaki molekuler agirlikta
g6zlenmektedir (Butler, 1992; Volkova et al., 2002; Hirano et al., 1994).

Zhou ve ark. PH’a duyarli faz ayrimh poly(MA-co-methyl methacrylate-co-acrylic acid) ve
poly(acrylamide-co-methacrylic acid-co-N-acryloxysuccinimide) polimerlerinin sentezini
ve immuneseyde kullanimlarini bildirmigtir (Zhou et al.,1998). Ladaviere ve ark. nukleik
asit problarinin ¢ézunebilen konjugatlarinin sentezi ve karakterizasyonu Uzerine ve poly
ma alt mve ile birlikte 6zellikle birlesme reaksiyonu ve olusan konjugatlarin fizikokimyasal
Ozellikleri Gzerine bir calisma yapmiglar (Ladaviere et al., 1999). Baska bir calismada ise
kopolimer serbest amin gruplari iceren oligodeoxiribonukletide baglanmak igin reaktif
polimer olarak kullaniimigtir. Asilama reaksiyonlari ile bu polimerlerin Gzerine kovalent
protein immobilizasyonu, arttirimis rekombinant protein immobilizasyonunu da rapor

etmisler (Isosaki et al., 1992).

Lavaiere ve ark. molekullerin biyolojik etkisinin 6zellikle teshis i¢cin ma gibi linear etkin
polimerler Uzerine immobilize edilebilirligini goéstermislerdir. Bu yluzden BSA U(zerine
Manin kovalent immobilizasyonunun bir model protein olarak kullanildigini rapor
etmiglerdir. Polimere maksimum yukleme kapasitesi her molekul zincirinde 20 BSA
molekull olarak bulunmustur. Molekuler agirhgin etkisinin immobilizasyon reaksiyonu

uzerindeki etkiside aragtirlimistir (Lavaiere et al., 1999).

Ticari olarak elde edilen pektinaz enzimi poly(MA-co-polyalkilenoksit) ile kimyasal olarak
modifiye edilmigtir ve hazirlanan biyosistemin enzimatik karakteristik 6zellliginin
tamamiyle degistigi gdozlenmistir. Bu degisimin modifiye edilen kopolimerin hidrofilikligine

ve modifikasyonun derecesine bagli olarak gergeklestigi gozlemlenmistir (Shin-Ya et al.,
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1998) Proteinlerin, MA kopolimeri gibi, fonksiyonel polimerlere kovalent immobilizasyonu

birgok alanda ¢esitli uygulamalarda kullaniimaktadir.

2.2.5.2.Poli(laktik asit) ve nanokompozitler

Son on yilda, biyomedikal ve ekolojik perspektiften dolayi, Gnemli bir dlguide biyobozunur
ve biyouyumlu polimerlere odaklaniimigtir. Genel olarak polimerler duguk Ureme oranina
sahip ve dogada kolay bir sekilde bozulmayan petrokimyasal Urtunlerden Uretilir. Kentsel
atik hacminin hizli bir sekilde artmasiyla biyobozunur polimerlere yonenilmigtir.
Biyobozunur polimerler, plastik atiklar ve polimer Uretimi i¢in yenilenebilinir kaynak olarak

kullanilabilir.

Polylaktikler, yaralar (Taylor et al., 1994), cerrahi implantlar (Jain, 2000), doku kultlru
(Mikos et al., 1994) ve kontrollu ila¢ salimi (Park et al., 1992) gibi tip alanindaki
uygulamalarda o6nemlidir. Bunlar agirlikli olarak poly(- caprolactone) (PCL), poly(lactic
acid) (PLA), and poly-(glycolic acid) PGA dir ve bunlardan PLA dogal polyesterler
sinifina dahildir ve medikal implantlarda, sutirlerde, kontrollu ilag saliminda kullanilan
onemli bir biyobozunur polimerdir. PLA yapisinin yeni fonksiyonel gruplar kazanmasiyla,
daha gelismis Ozellikler ve daha ekonomik kompozitlerin, tabakali yapilari, kaplama
parcalarinin ve karigimlarin hazirlanmasinda bir yol acimigtir. PLA en c¢ok
biyobozunabilen, biyouyumlu, Ustin termal / mekanik 6zellikleri, yenilenebilen kaynak
olarak kullaniimasindan dolayi ilgi c¢ekicidir. PLA, biyomedikal alanda 1960’larin
basindan beri kullanilmaktadir ve gunumuzde tip alaninda genis kullanim alanina
sahiptir. PLA dogrusal, alifatik, termoplastik polyesterdir ve yenilenebilir kaynaklardan
sentezlenir. Ayrica hidrolitik ve enzimatik yollarla kolayca biyobozunabilirdir. Yasayan
organizmada biyobozunurlugunda ise PLA hidrolitik ayrisimla laktik asite donuserek
karbonhidrat metabolizamsi i¢in dogal araci goérevine sahiptir. PLA'nin diger polimerle
karigtinimasiyla veya biyobozunur ve biyobozunur olmayan plastiklestiricilerin
kullanimda, PLA etkisinin artmasiyla birgok yeni arastirma gergeklestiriimistir (Pochan
and Krikorian, 2003) PLA’nin nihai kullanim o&zelliklerini PLA / tabakali silikat

nanokompozitler Gretimiyle genigletmek igin birgok ¢alisma yapilmaktadir.
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Eski bir calismada Ogata ve arkadaslari, PLA matriksiyle organik kilin mikrometre
boyutunda faz ayrimli yapisini elde etmislerdir. Bu yapida silikat tabakalari, PLA
matriksinde nanometre boyutunda dagiimamistir. Bu c¢alismadaki g¢ozeltideki polimer
nafist  yontemiyle dretilen kompozit yapida, organik olarak modifiye edilmis
montmorillonit, PLA y1 glglendirmek igin kullaniimigtir (Ogata et al., 1997). Ray ve ark.
organik modifiye edilmis kili kullanarak eriyik fazda polimer nufisu yontemiyle PLA ile
tabakalanmis yapida nanokompozit elde etmiglerdir. Bu ¢alismalarda kil partikulunun
boyutunun 6nemi ve tabakalanmis yapidaki tabaklar arasi mesafelerde etkili olan Kil

katyon degisim kapasitesini gostermislerdir (Ray et al., 2002).

Pluta ve ark., ayrica eriyik fazda polimer nufist yéntemiyle, organokil ve Pla ile
olusturulan nanokompozitlerin uygulanabilirligini gostermiglerdir. Bu ¢aligmalarda kil ve
polimer matriksinin hem mikrofazda ayrilmis yapilari hem de PLA nin silikat tabakari

arasina tabakalanmig yapisi gézlenmistir (Pluta et al., 2002).

Krikorian ve arkadaslari PLLA/organokil nanokompozitleri yapraklanmis yapi ile
goOstermiglerdir. PLLA/modifiye edilmis kil nanokompozitlerindeki silikat tabakalrinin
dagihimini genigletmede modifiye yapinin etkisini arastirmislardir. Organokilde kullanilan
organik modifinin gesitli hidrofobik 6zellikleri ve karigabilirlikleriyle, tabakalanmis yapidan

tamamiyle yapraklanmis yapiya gecildigi gézlenmistir (Pochan and Krikorian, 2003).

Depan ve ark., 2006, Laktik asit emdirilen kitosan ve tabakali silikatlarin
nanokompozitlerini hazirlamiglardir. Nanokompozitlerin hazirlanmasinda; 6nce L-laktik
asitin sivi solusyonunda kitosani ¢ozunmusler, sodyum montmorillonitin dagiimasi
saglamislar ve ardindan isitip filmin olusturulmasi saglamiglardir. Filmler PLA ile
kargilastirildiklarinda artan hidrofilisite gdstermistir ve ayrica nanokompozitlerin saf
kitosan-g-LA ve PLA'ya go6re daha iyi termal ve fiziksel ozellikler sergiledigi

g6zlemlenmistir (Depan et al., 2006).
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2.2.6. Polimer nanokompozitlerin yapi ve 6zelliklerini inceleyen analiz yontemleri

3.2.6.1. Kimyasal yapilar (FTIR, *H NMR ve 3*C NMR)

Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR)

FTIR, Matematiksel Fourier Donlisumu metodu ile bir frekans dizisinden olusan kirmizi
Otesi sinyalini frekanslarina ayiran ve her birini siddeti ile gosteren islem sonucunda
Olcim yapar. Organik ve inorganik bilesiklerin her ikisinde de karakter tanimlanmasi igin
kullanilabilir. Bu teknik, cesitli kizilotesi 11k dalga boylarinin absorbsiyonunu materyalin
yapisi itibariyle 6lgme amach ele alir. Bu kizildtesi absorbsiyon bantlari spesifik

molekuler bilesikleri ve yapilarini tanimlar.

1964°’ten beri FTIR bentonit kilin hidratasyonu ve platelerler arasindaki elektriksel gift
katmanh yapilarin dizenlenmesi cergevesinde kullaniimigtir. Kil plateletlerinde araya
giren partikill ve polimer arasindaki iligkileri incelerken FTIR dnemli olanaklar saglar.
Deneysel ve hesaplanan spektrumu karsilastirarak igyapinin cinsini ve yogunlugunu
tanimlayabilir (Aranda and Ruiz-Hitzky, 1999).

(*H) (*3C) NMR spektroskopisi

NMR atom cekirdedinin kuantum mekanik manyetik Ozelliklerine dayanan fiziksel bir

tekniktir. Tek sayili proton veya nétron iceren atomlar i¢sel manyetik moment ve agisal
momentuma sahiptirler, bilinen en genel atomlar hidrojen (*H) ve karbon (*3C)dur.
Bunun yaninda diger elementler de incelenebilir. Kati fazda polimer silikat tabakali
nanokompozitlerde polimer yapilarin matriks olarak kullanimi NMR’da gézlemlenmistir
(Van der Hart et al., 2001). PS/organo-MMT bilesiminde ise kil dispersiyon derecesinin
Olgumunde kullaniimigtir (Bourbigot et al., 2003).

2.2.6.2. Fiziksel yapilar (XRD analizleri)

X-Ray Difraction (XRD) spektroskopisi olarak bilinen X-isinlari kirinimi spektroskopisi

isminden anlasilacagl Uzere denilen ultraviyole i1sindan daha kuvvetli fakat gamma
Isinindan daha zayif enerjili X-isini kullanilarak yapilan analizi temel alir. Bu aletler ile
yapilan karakterizasyonda 6rnek tirine gore degisik uygulamalar gorilmektedir. X-1sini

kirnim difraksiyonu, silikat tabakalarinin dagilimi hakkinda kantitatif bilgiler verir.
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Dagiimis tabaka vyapili (Intercalated) sistemlerde, tabakalar periyodik olarak
duzenlenmigtir. Bu nedenle silikat tabakalarin yansimasi (reflection) x-igint kirinimi
difraksiyon modelinde incelenir. Silikat galerisine polimer girisi artarsa, kil tabakalarin
temel agikligi (d-acgikligi) artar ve silikat piki yon degistirir. Bundan dolayi tabakalarin
ayriminda periyodiklik azalir ve bu da silikat piki yogunlugunu dusurar. Dagilmis tabakall
(exfoliated) sistemlerde, silikat tabakalari, polimer matriksinde rastgele dagilmistir ve x-

Isinim1 modelinde silikat piki izlenemez (Zhu et al., 2001).

2.2.6.3. Yiuizey ve ic morfolojileri (SEM ve TEM analizleri)

Taramali elektron mikroskobu (SEM) analizi

Taramal elektron mikroskobu isik yerine elektronlarin kullanildigi bir mikroskoptur. Bir
ornek pargasinin yuzeyini ya da igini elektronlar yardimi ile gdsteren buyuteglere elektron
mikroskobu denir. Taramal elektron mikroskobu maddeleri G¢ boyutta gorintllemeyi
saglar. Bir taramali elektron mikroskobunda akim ince tel Uzerinden geger ve tel
elektronlari yayacak kadar isitihr. SEM’in ana bilesenleri lens sistemi, elektron silahi,
elektron toplayici, gorsel ve kaydedici katot 1sin tupleri ve elektronlardir. Elektronlar
yuksek voltaj (1-30kV) uygulandiginda hizlanir, elektron sinyali elektromanyetik lenslere
odaklanir (Wiley, 1971). SEM’de yuksek c¢ozunurlik, c¢ok iyi odaklanmis kisa dalga
boylarindaki elektron iginlarinin madde ylzeyinden ge¢mesi ve sacgiimis ya da ikincil

elektronlarin gdézlenmesiyle saglanabilir(Wiley, 1993).

Gecirimli elektron mikroskobu (TEM)

TEM, biyoloji, tip, madde bilimleri ve yeryuzu bilimlerinden elde edilen 6érnekleri 600.000
kez buyulterek igyapilarini goruntuler. TEM yuksek elektron i1sini sagcan bir katod ve
dizenleyici bir manyetik lensten olusur. Kismen iletilen elektron 1sinlari gok ince olan kati
numunenin (50-200 nm) igyapisi ile ilgili bilgiler verir. Daha sonra seri halindeki manyetik
lenslerle CCD (yuklu-gift cihaz) kamerasina benzer florasan ekran, fotografik ekran ya da
hassas sensorlere carpana kadar buydtllur ve son olarak da bir monitdér ya da
bilgisayarda goéruntulenir. TEM, XRD bilgilerini dogrudan elde etmek gibi bir metotla
karsimiza ¢ikmakta ve duguk buyutmelerde ek olarak polimer igindeki kil yiginini kontrol
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edebilmektedir. Dusuk buyatmeler kilin safigi ve kuvars gibi tabakalasmamis

partiktllerin varhgini da kontrol etmemizi saglar (www.mri.psu.edu).

2.2.6.4. Termal davranislari (DSC ve TGA-DTG)

Diferansiyel tarama kalorimetresi (DSC)

Diferansiyel taramali kalorimetre, polimerik malzemelerin 1sil analizleri igin en Ustin
tekniktir. Diferansiyel taramali kalorimetrenin calisma prensibi; ayni sicaklik alani
etkisinde bulunan referans malzeme numuneye enerji girisi farkinin dlgimine
dayanmaktadir. Test sirasinda genellikle sistemin sicakligi zamanin fonksiyonu olarak
lineer bigimde arttirilir. Gegis (transition) sirasinda numune aniden 1s1 absorplar, eklenen
Is1 sensor tarafindan bulunur. Bulunan sonug DSC egrisinin tepe noktasidir. DSC ile
polimerik malzemelerin gecis sicakligi, reaksiyon isisi, gecis Isisi ve IsI kapasitesi
belirlenir. DSC kullaniminin en 6nemli avantajlarindan biri hizidir. Ayrica ¢ok kuguk

numunelerin dikkatli 6lgimleri igin uygundur (Isik, 2005).

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

analizleri
TGA / DTG eszamanl bir tekniktir. Ornegin, agirlik degisimini ve referans ile arasindaki

sicaklik farkini kontrollG bir sicakhk programi kullanarak dlger.

2.3. Lakkaz ve Yapisi

Biyoteknolojik iglemler, endustriyel kullanimina yonelik Grunlerin sentezini, geligtiriimesini
ve yeni teknolojilerin doga ve gevre bilimlerine adaptasyonunu kapsar. Biyoteknolojik
yontemler ile farkli tirde enzimlerin blyudk miktarda minumum maliyetle sentezi mumkun
olmustur. Canl hucreler tarafindan sentezlenen enzimler, protein yapidaki biyolojik
katalizorlerdir ve biyokimyasal tepkimelerin kontrolunu saglarlar. Yuksek derecede segici
olan enzimler, biyokimyasal reaksiyonlarin gerceklesmesi icin gerekli olan aktivasyon

enerjisini diistirerek reaksiyonlarin dengeye ulagsma siresini kisaltirlar (Oner, 2003).
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Canl organizmalarda ¢ok dnemli metabolik gorevleri olan enzimler artik farkli endustriyel
amagclar icin kullaniimak tzere gunluk hayata girmiglerdir. Enzimleri endustriyel iglemler
icin daha ilgi ¢ekici hale getiren birgcok 6zellik vardir. Endustride Uretilen ve kullanilan
enzimlerin gogu mikroorganizmalar tarafindan sentezlen- mektedir. Mikrobiyal enzimlerin
biyolojik proseslerle sentezlenmeleri ve farkli malzemelere tutturularak daha kararli bir
yap! olusturmalari, enzimatik islemlerin kimyasal igslemlere gore cevreye daha az zarar
vermesi, kimyasal proseslere gore daha kolay kosullarda ve dusuk maliyette
gerceklestirilebiliyor olmasi sonucunda enzimlerin deri ve deterjan endustrileri, tekstil
ve atik giderme, islemlerinde kullaniima oranlarinin zaman igerisinde artmasi enzimlerin
endustriyel alanda tercih edilmesinde temel sebeplerindendir (Kirk at al., 2002).
Spesifiklikleri, uygun sartlarin kolay saglana- bilmesi, ylksek aktiviteleri, ylUksek
verimlilikleri ve protein yapilarindan dolay! biyolojik olarak pargalanabiliyor olmalari
sebebiyle enzimler organik sentezlerde, tibbi testlerde, eczacilikta, deterjanlarda, kimya
endustrisinde, gida Uretimi ve fermantas- yonda, tarim ve ziraat alanlarinda

kullaniimaktadir.

Ekolojik kirlilige neden olan yikilmasi zor ¢ok sayida organik bilesigi beyaz c¢urukeul
funguslar, hure disi ligninolitik enzim sistemleri sayesinde indirgeyebilirler. Lignin ve renk
gidermek amaciyla kullanidi§i bilinen en yaygin beyaz curiukgul fungus tirleri;
Phanerochaete chrysosporium, Trametes (Coriolus) versicolor ve Funalia trogii'dir. Son
donemlerde endustriyel uygulamalardan en yaygin olarak tekstil endustrisinde, boyar
maddelerin agartilmasinda yer alan ¢ fonksiyonel enzimin Lignin peroksidaz (LiP),
Mangan peroksidaz (MnP) ve H,O, bagl peroksidazlar oldugu belirtilmistir. Diger bir
enzim ise sadece belirli tlrler tarafindan Uretilen bir hicre disi enzim olan
lakkazdir(Beilen and Li, 2002). Lakkazlar mavi bakir proteinleri olarak bilinmelerine
ragmen yaygin olarak polifenol oksidazlar olarak tanimlanirlar. Polifenol oksidazlar ise
son elektron alicisi olarak molekuler oksijen iceren aromatik bilesikleri oksitleyebilme

Ozelligine sahip enzimlerdir (Mayer, 1987).
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Lakkazlar ilk olarak 1883 yilinda Yoshida tarafindan tanimlanmis ve daha sonra 1895
yilinda Bertrand tarafindan metal iceren oksidaz olarak karakterize edilmistir. Bu durum
lakkazi tanimlanan en eski enzimlerden biri yapar. Lakkazin molekul agirhgr 70 kDa’dir
(Feng, 1996; Sakurai, 1992). Lakkazlar mavi ¢oklu bakir oksidaz ailesinin, molekuler
oksijenin 4 e ‘unun suya indirgenmesini katalizleyebilen bir Uyesidir. Mole- kuler
oksijenin indirgenmesi indirgen substratin 1e” oksidasyon ile saglanir (Piontek et al.,
2002). Lakkazlar aromatik aminler, syringaldazine ve nonfenolik bilesikleri de radikaller
haline ylkseltgeyebilirler (Li et al., 1999; Bourbonnais et al., 1997). Bununla birlikte, sirf
fenolik ve metoksifenolikasitleri degil dikarboksilik asitleri de metoksi gruplarina etki

ederek ylUkseltgerler (Gianfreda et al., 1999).

Lakkaz holoenzimi; monomer, dimer hatta tetramer olarak bile bulunabilir. Lakkaz
enzimlerinde aktif olan her bir lakkaz proteini katalitik aktivite gésterebilmek i¢in en az 4
bakir atomu igerir. Bunlar 3 redoks merkezi seklinde dagiimislardir ve Tip1 (T1), Tip2
(T2), Tip3 (T3) bakir olarak gosterilirler. Bakir atomlari lakkazin katalitik aktivitesinde
onemli goérev alirlar. Bu reaksiyonlar U¢ ana basamakta (Mester and Tien, 2000)

meydana gelirler:
1. Indirgen substratin kendisi ylikseltgenirken T1 bakirini indirger.

2. Acgiga cikan elektron T1 bakir bolgesinden Ug¢ ¢ekirdekli olarak kimelenmis T2 ve T3

bakir bolgelerine tasinir.

3. Ug cekirdekli olarak kiimelenmis T2 ve T3 bakir bélgesinde molekiler oksijen suya

indirgenir.

Kinetik ve spektroskopik T1 ve T2 bakir atomlarinin elektron alimini ve T2 ile T3 bakir
atomlarininda oksijen baglanmasini igerdigini gostermistir (Mester and Tien, 2000).

Yaklagik olarak 500 amino asitten olusan lakkazin optimum sicaklik araligi 40-80°C
arasinda ve optimum pH arahg ise 3,0-7,5 arasinda desiklik gostermektedir. Lakkaz
enzimleri icin en énemli parametrelerden birisi pH'dir. Bunun sebebi ise aktivitelerinin
pH’a bagimh olmasidir. Fenolik substratlarda lakkaz enzimlerinin pH bagimliliklarinin ¢an

egrisi seklinde oldugu gorultr (Xu, 1997). Bilinen birgok lakkaz enziminin kdkeni, basarili
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bir lignin pargalayicisi olan beyaz-gurikgll funguslardir. lyi bilinen lakkaz ureticileri
arasinda 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 cok sayida fungus bulunmaktadir. Beyaz ¢urtkgul
funguslar kiresel karbon dongusinin dizenlenmesinde ¢ok &6nemli bir rol
oynamaktadirlar (Hatakka, 1994). Beyaz curukgul funguslardan Trametes versicolor,
agaclarin govdesinde yasar ve karbon gereksinimini karsilamak igin aga¢ kabugunu
degrade eder. Bu sebeple; fonksiyonlari aga¢ kabugunu parcalamak olan lakkaz,
mangan peroksidaz ve lignin peroksidaz gibi c¢esitli enzimleri salgilamaktadir. Bu
yetenekleri sebebiyle lakkaz turevi enzimler, endustriyel proseslerde de siklikla
kullaniimaktadir. Trametes versicolor bugline kadar lakkaz sentezleyen funguslardan en
¢ok calisiimig olanidir ve lakkaz hakkinda bilinen ¢ogu bilgiye bu sekilde elde edilmistir
(Call and Mucke, 1997).

Lakkazlar, farkh substitiye fenolik bilesikleri, aromatik aminleri ve bazi durumlarda
inorganik bilesikleri bile molekuler oksijeni kullanarak oksitleyebilmektedirler. Lakkaz
enzimlerinin ¢ok genig bir yelpazedeki substratlar Uzerinde aktivite gosterebilme
yetenegi, son donemlerde lakkaz enzimlerinin biyoremidasyon, tekstil boyalarinda renk
giderimleri, kagit hamurunun Dbiyolojik olarak beyazlatiimasi, ortamdan klor
uzaklastirlmasi gibi farkli biyoteknolojik uygulamalarda biyokatalizér olarak tercih
edilmelerine yol agmistir. Lakkazlar organizmalarin immunitesinde, patojenitesinde,
morfogenezinde ve pigmentasyonunda gorev alabildikleri gibi humik asit ve lignin gibi

karmasik organiklerin molekullerin de metabolize edilmesinde de gorev alabilirler.

Tekstil endUstrisinde dinyadaki boyar madde Uretiminin yaklasik 2/3’G kullanmaktadir
(Riu et al., 1998) ve dUrunlerin iglenmesini saglayan yas islemler sirasinda buyuk
miktarlarda su ve kimyasal madde harcanmaktadir (Zollinger, 2002). Kimyasal
yapilarindan dolay! bu boyalar suya, 1s1ga ve gesitli kimyasal oksitleyici ajanlarin sebep

oldugu renk solmalarina oldukga direnglidirler (Poots and McKay, 197). Bu boyalarin
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¢ogunun renk giderimlerini saglamak da fazlasiyla zordur. Bununla birlikte yuksek
cesitlilige sahip olan bu boyalarinin hepsini ayni islemler kulanarak pargalamak veya
renk giderimlerini saglamak da mumkun degildir. Bazi durumlarda bu boyalarin
reaksiyon UrUnleri kendilerine goére toksik olabilir (Spadaro et al., 1994). Bu durumlarda
tekstil boyasi iceren atiklarin igslenmesinde fiziko-kimyasal yontemler yerine enzimatik
yontemler tercih edilmektedir. Tekstil boyalarinin enzimatik parcalanmasi veya
agirtilmasi lakkaz v.b. ligninolitik enzimlere dayanmaktadir. Lakkaz enzimlerinin, mangan
peroksidaz ve lignin peroksidaz enzimlerine kiyasla kolay uygulanabilirlikleri ve aromatik
yuksek cesitlilikteki bilegiklerin parcalanmasinda kullanilabilmek i¢in uygun olmalari
sebebiyle, lakkaz igerikli boya giderme yontemlerinin iyilestiriimesi lakkazlarin,
glinumuzde kullaniimakta olan sentetik tekstil boyalarin da icinde oldugu (Couto et al.,
2004) genis cesitlilikteki boyalar parcalayabilmedeki basarisindan dolayi ilgi gekici bir
¢6zum olarak gorulmektedir (Kasinath et al., 2003; Abadulla et al., 2000, Blanquez et
al., 2004).

2.4. immobilizyon ve immobilizasyon Yéntemleri

Endustriyel uygulamalarin gogu sulu c¢ozeltilerde gergeklesir. Bu sureglerde, katalizor
olarak kullanilan serbest enzim, substart c¢ozeltisi ile karistirilir ve ortamda olusan
urinden sonra enzimlerin aktivitesini yitirmeden geri kazanilmasi oldukga zor ve pahali
bir sure¢ gerektirir. Bu yuzden serbest enzimlerin, surekli Uretim sureclerinde de
kullanilmasi ¢ok zordur. Ayrica reaksiyonda kullanilan enzim, reaksiyon ortamindan
istenilen anda uzaklastirlamaz ve bu yuzden reaksiyonun kontroli serbest enzim
kullanihginda ¢ok zordur. Serbest enzimlerde gdérilen bu dezavantajlari ortadan
kaldirmak icin pek ¢cok metot denenmektedir, immobilizasyon bu amagcla kullanilan en
basarili ydntemlerden biridir. immobilizasyon (tutuklama), enzimlerin katalitik aktivitelerini
kaybetmeden surekli ve defalarca kullanimlarini saglamak Uzere, fiziksel veya kimyasal
olarak bir destek materyali GUzerine tutturulmasi olarak tanimlanir (Wong et al., 1994). Bir
katiya tutundurularak, Uzerinden gegen substratlarin Urtnlere donlUsmesini saglayan
enzimlere immobilize enzimler denir. Enzim immobilizasyonu, enzimin katalitik aktivitesi
devam ederken, hareketinin 6nemli dlgtude kisitlandigi bir ydntemdir (Bickerstaff, 1997).

Enzimler suda ¢6zinmeyen bir destege immobilize edilerek hem defalarca
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kullanilabilirler hem de surekli sistemlerde uygulanabilirler. Bu sayede, 6nemli miktarda
ekonomik kazang elde edilir. GUnumuzde pek c¢ok immobilize enzim endustride
kullaniimaktadir (Karadag, 2001). Ozellikle son 30 yilda enzim immobilizasyonu Uzerine
arastirlamalar yogunlagsmig olup bu alanda yapilan yayinlarin sayisi yildan yila
artmaktadir. Genel olarak immobilizasyon uygulamalari enzim sistemleri haricinde,
uygun destek materyallerine ilag, protein, mikroorganizma, bitki ve hayvan hucreleri,
biyosensor ve biyoreaktor uygulamalari ve kontrollu ila¢ salinim sistemlerinde yaygin bir
sekilde kullaniimaktadir (Mosbach, 1976).

Tarihte ilk enzim immobilizasyonu 1916 yilinda Nelson ve Griftin tarafindan adsorpsiyon
yontemiyle yapilmistir. Nelson ve Griftin sakkarozu hidroliz etmek igin maya invertazini
(E.C.3.2.1.26) [9001-57-4] mangal koémurine adsorbe etmiglerdir. Bu gelismenin
ardindan fizyolojik aktif proteinlerin gesitli tagiyicilara immobilizasyonu tzerine ¢ok gesitli

raporlar yayinlanmistir.

immobilizasyon islemiyle bir destek materyaline tutundurulmus enzimin, serbest enzime
gore; bircok kere kullanilabilmesi, surekli sistemlerde uygulanabilmesi, enzimin istenildigi
anda ortamdan uzaklastirilabilmesi ve reaksiyonun hizli bir gekilde durdurulabilmesi,
reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilmesi, dogal enzime kiyasla daha
kararlh olmasi, ¢evre kosullarina (pH, sicaklik v.b.) kargi daha dayanikli olmasi, atik sivi
miktarini azaltmasi, maliyeti diglrmesi, enzimin yarilanma omriniU uzatmasi ve enzimin
olusan Urund kirletmemesi gibi birgok avantaji vardir (Aksoy, 2003; Mosbach, 1976;
Zaborsky, 1973). Bunun yaninda immobilize enzimlerin immobilizasyon islemi boyunca
enzim aktivitesinin azalmasi veya kaybolmasi olasiligi, ¢cok basamakli immobilizasyon
islemlerinde enzim kararliligini sinirlayabilmesi ve enzim tagiyicilarinin maliyeti yuksek

olmasi gibi bazi dezavantajlari da vardir (Durante at al., 2004; Trevan, 1980).

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak olan destek materyalinin dnemi buyuktir. Uygun
olarak secilen bir destek materyali, Uzerine immobilize edilen enzimin akiifligini
korumasini saglar ve islemsel kararhiligini artirir (Dumitriu et al., 1988; Carr et al., 1980).

Destek materyaline baglanmada enzim molekulinin protein yapisindan yararlanilir.
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Enzim molekill (izerindeki fonksiyonel gruplar baglanmada etkilidir. immobilizasyonda
kullanilacak destek materyallerinde aranan bazi 6zellikler; genis ylzeysel alan, hidrofilik
karakter, suda ¢ozinmeme, gozenekli yapi, mekanik dayaniklilik, kimyasal ve termal
dayaniklihk, yuksek tutuculuk, mikroorganizmalara kargi direncli olma, ucuzluk,
zehirsizlikdir.Enzim immobilizasyonunda destek olarak dogdal ve sentetik birgok organik

ve anorganik materyaller (Cizelge 2.1.) kullaniimaktadir (Kaetsu et al., 1979).

Cizelge 2.1. Enzim immobilizasyonunda kullanilan bazi destek materyalleri (Kaetsu et
al., 1979)

Dogal Polimer Sentetik Polimer Anorganik
Sellloz Stiren esasli polimerler Kil

Nisasta Akrilamit esasli polimerler | Cam

Aljinat Naylon Silikajel
Karragenan Vinil ve allil polimerler Ponza tasi
Kollagen Akrilat esasli polimerler Aktif karbon
Jelatin lyon degistirici regineler Metaller
Alblmin Maleik anhidrit polimerleri | Metal oksitler
Ipek Bentonit
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2.4.1. immobilizasyon ydntemleri

En genel anlamda ug¢ tur enzim immobilizasyon yontemi vardir, bunlar; Tagsiyiciya
baglama, ¢apraz baglama ve tutuklama yontemleridir (Telefoncu, 1986; Wiseman, 1975;
Hartmeier, 1968).

Enzim Immobilizasyon Y éntemleri

Tutuklama Capraz Baglama Tasiyiciya Baglama
Kafeste Tutuklama Mikrokapsiille Fiziksel Iyonik Kovalent
Adsorpsiyon Baglama Baglama

Sekil 2.15. Enzim immobilizasyon yodntemlerinin siniflandiriimasi (Telefoncu, 1986;
Wiseman, 1975; Hartmeier, 1968 ).

2.4.1.1. Tasiyiciya baglama yontemi

Tasiyici baglama metodu en eski immobilizasyon yontemidir, enzimlerin suda
cbzinmeyen tasiyicilara kovalent bagdlar, iyonik baglar, fiziksel adsorpsiyon veya
biyospesifik etkilesimler ile baglanmasina dayanan bir yontemdir. Bu ydntemde baglanan
enzimin miktari ve immobilizasyon sonrasi enzimin aktivitesi tasiyicinin yapisina baglidir.
Taslyicl segiminde; partiktl buylkligu, toplam yuzey alani, hidrofilik gruplarin hidrofobik
gruplara orani ve tasiyicinin kimyasal bilesimi gibi dlgutler esas alinir (Tanaka and
Kawamoto, 1999).

Enzimin baglanmasina gore bu yontem Ug alt sinifta incelenmektedir:
a. Fiziksel Adsorpsiyon
b. iyonik Baglanma

c. Kovalent Baglanma
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Fiziksel adsorpsiyon yontemi

Fiziksel adsorpsiyon yontemi, enzimin kati matriks Uzerinde fiziksel adsorpsiyonuna
dayanir. Fiziksel adsorpsiyon yontemi en eski ve basit immobilizasyon yontemidir
(Nelson and Griffen, 1916). Daha c¢ok suda c¢b6zinmeyen taslyicilarda adsorpsiyon
yonteminin immobilizasyonda kullaniimaktadir. Fiziksel adsorbsiyon yonteminde; yuzey
aktif suda ¢Ozunmeyen bir tasiyicinin enzim ¢ozeltisi ile karistirilir ve enzimin
baglanmayani yikanarak ortamdan uzaklastirilir. Fiziksel adsorbsiyon ile immobilizasyon
yontemi, proteinin yUuklu gruplari ile destek materyalinin karsit yUkleri arasindaki ¢ekim
kuvvetlerine dayanir. Bu yontemde, immobilizasyondan sorumlu kuvvetler tasiyici ve
enzim arasindaki hidrojen baglari, Van der Waals kuvvetleri ve hidrofobik etkilesmelerdir
(Chen et al., 1996). Fiziksel adsorpsiyon yénteminde pH, ¢dzlcu, iyon siddeti, enzim-
adsorban orani ve sicaklik gibi faktorler etkilidir. En ¢ok kullanilan tasiyicilar; aktif
karbon, nisasta, anyon ve katyon degistiricili regineler, sentetik polimerler, silikajel ve

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

Adsorpsiyonun en buyuk avantaji genellikle hemen hemen hi¢ bag ajanina ihtiyag
duymamasi ve aktivasyon basamaklarinin minimum olmasidir. Enzim immobilizasyon
isleminin basit sekilde gergeklesir ve enzim aktiviteleri Gzerine olumsuz etkileri olmaz.
Degisik bicim ve yukteki tasiyicilari segme olanagi saglar. Baglanma fiziksel kuvvetlerle
oldudu icin enzimin konformasyonel yapisinda daha az degisiklige neden olur. Uygun bir
tasiyiciyla bu metot basit ve ucuz bir sekilde uygulanabilir. Ayrica bu yontemde kullanilan
tasiyici yenilenerek tekrar kullanilabilir (Bickerstaff, 1997).

Fiziksel adsorpsiyon yontemi bazi dezavantajlara sahiptir. Enzim tasiyiciya zayif baglarla
baglanir ve bundan dolayl enzim, reaksiyon ortamina kagarak Urinu kontamine edebilir.
Optimum immobilizasyon kosullarin saptanmasi gug¢ olabilir ginkl fiziksel etkilesimler
iyonik baglardan daha zayiftir ve enzim, sicaklik ve ¢dzinen madde derigimi gibi
cevresel faktorlere karsi daha duyarli durumdadir. Fiziksel adsorpsiyonda baglanma
spesifik degildir, immobilizasyon esnasinda protein olmayan maddeler ya da diger
proteinler de tasiyiciya baglanabilir. Bunun sonucunda immobilize enzimin o&zellikleri
degisebilir (Bickerstaff, 1997).
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Kovalent baglama yontemi

Enzim ile suda ¢dzinmeyen aktiflestiriimis destek arasinda kovalent bag olusumu
enzimlerin immobilizasyonu icin oldukga sik kullanilan bir tekniktir. Bu ydntem enzimin
suda c¢o6zinmeyen bir tasiyiciya kovalent olarak baglanmasina dayanmaktadir.
Genellikle baglanma, enzimin nukleofilik grubuyla tasiyicinin fonksiyonel grubu arasinda
gerceklesmektedir. Baglanmada rol alan fonksiyonel gruplar; amino grubu (NHy),
karboksil grubu (CO.H), sulfhidril grubu (SH), hidroksil grubu (OH), imidazol grubu,
fenolik grup, tiyol grubu, treonin grubu ve indol grubudur (Uhlig, 1998). Kovalent
baglanmada enzim ve tasiyici arasindaki baglar diger immobilizasyon yontemlerindekine
gbre daha kuvvetlidir. Bu teknik enzim tlrevlerinin kararli olmasini sadlar ve enzimin
cOzeltiye gecmesini engeller (Carr and Bowers, 1980). Ayrica enzim tasiyicinin Gzerine

tutturulmusg oldugundan, immobilize edilmis enzim substratla cok kolay baglanti kurabilir.

Kovalent baglanma ile immobilizasyon iki basamakta gercgeklestirilir. Birinci basamak
tasiyicinin aktiflestiriimesi, ikinci basamak enzimin kovalent baglanmasi seklindedir.
Tasiyici; hidroksil, karboksil, amino, tiyol gibi fonksiyonel gruplar tasimahdir. Bu
fonksiyonel gruplarin yapisina bagh olarak epiklorhidrin, glutaraldehit, karbodiimit,

siyanurik klorar gibi gesitli aktifleyici maddeler kullanilabilir (Dogan, 2008).

lyonik baglama yontemi

lyonik baglanma metodu, enzimin iyon degistirici ajanlar igeren ve suda ¢éziinmeyen bir
tastyiciya iyonik olarak baglanmasi esasina dayanir. Prosedur ¢ok basittir ve tasiyicinin
yenilenmesi ve enzimin tekrar kullanilabilirligi daha ylksektir. immobilizasyon kosullari
yumusak kosullarda gercgeklestiginden konformasyonel yapisinda ve aktif bolgelerinde
cok az degisiklik gdzlenir. iyonik baglanmada enzim ve tasiyici arasindaki baglar; fiziksel
adsorpsiyona gore daha guglu, kovalent baglanma yontemindeki baglara kiyasla daha
zayiftir (Chibata et al., 1972) .
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Kovalent Baglama

Y

Adsorpsiyon

"

7

Iyonik Baglama

Sekil 2.16. Enzim immobilizasyon yéntemlerinin sematik olarak gésteriimesi (Telefoncu,

1986)

2.4.1.2. Capraz baglama yontemi

Enzimlerin immobilizasyonu diger protein molekillerine ya da ¢dzlinmez bir tasiyici

uzerindeki fonksiyonel gruplara olabildigi gibi proteinin molekuller arasi ¢aprazlanmasiyla

da saglanabilir. Bu yonteme c¢apraz baglanma yontemi denir. Capraz baglanma ile

enzimlerin immobilizasyonu ¢ok basit olmasina ragmen enzimlerdeki 6zel fonksiyonel

gruplarin capraz baglayici olarak kullanilabilmesi icin gereken sartlarin segimi ve

olusturulmasi zordur (Sanjay ve Sugunan, 2006).

Capraz baglayici olarak enzim immobilizasyonunda kullanilan ¢ok fonksiyonlu maddeler,

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

heterosiklik halojendrler, bioksiranlar, divinilsilfonlar, p-benzokinon, gegis metal iyonlari

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

(Gursel et al., 2003).
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2.4.1.3. Tutuklama yontemi

Bu yontem, polimerik matriks yapisinda veya vyari gecirgen membranlarda
mikrokapsulleme ve miseller ile enzimin hapsedilmesine dayanir (Arica ve Hasircl,
1987). Enzim sulu monomer veya polimer ¢ozeltisinde ¢ozilur. Polimer olusumu ve/veya
gapraz baglanma isiyla, gama radyasyonu veya UV isinlar ile baslatilir ve olugan
hidrofilik polimer iginde enzim hapsedilir (Arica ve Hasirci, 1987). Bu yontem, her cesit
enzimi, diger biyokatalizorleri, butin huicreleri veya farkli ¢captaki mikroorganizmalari
hapsetmek icin kullanilabilir (Dumitriu, 1988).Tutuklama ydnteminde sadece tek bir
enzimin degil coklu enzimlerin, hicresel organeller de immobilize edilebilinir. Ama bu
yontemde tasiyicilarin yeniden elde edilmesi ¢ok zordur ve yuksek molekul agirligindaki

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

Tutuklama yontemi bes ana grupta siniflandirilabilir:

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

polimerlerden birinin jel matriksi igine tutuklanir (Tanaka and Kawamoto, 1999). Enzim
molekulleri fiziksel olarak polimer matriksi igerisinde tutulur ve jel matriksin disina
clkamaz, fakat substrat ve Urtin bu matriks yapisinina surekli olarak girip ¢ikabilir.

Mikro kapsul tipi; Bu yontem enzimlerin gesitli sekillerdeki yari gegirgen membranlar

icerisine konularak kaplanmalariyla gerceklestirilir. Mikrokapsulleme yonteminde her-
hangi bir kimyasal baglanma olmadigindan enzim aktifligi serbest enzim aktifligine
yakindir. (inam et al., 2001).

Lipozom tipi; Bu yontemde enzim, fosfolipitlerden hazirlanan sivi membranlarda
tutuklanirlar.

Membran tipi; Enzimler, reaksiyon c¢o6zeltisinden mikroultrafiltrasyon membranlariyla

ayrilirlar. (Tanaka and Kawamoto, 1999).

Ters misel tipi; Ters misel tipinde biyokatalizor, yuzey aktif madde ile bir organik

¢bzgenin karisimi ile olusturulan ters miseller igine tutuklanmistir (Tanaka and
Kawamoto, 1999).
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Immobilizasyon ydnteminin segiminde &ncelikle enzimin baglanacadi destek mater-
yalinin yapisi dikkate alinmahdir (D’'Souza and Godbole, 2002). Basarili bir
immobilizasyon icin asagidaki faktorler gbz o©nunde bulundurulmalidir: i. Destek
materyalinin mekanik Ozellikleri ii. Enzimin, reaksiyon kosullarinda kararli olmasi. iii.
Capraz baglayici ajanin, enzimin aktif ucuna nufuz etmemesi igin olabildigince buyuk
olmasi. fiii. immobilizasyonda, baglanmamis enzimi uzaklastirmak icin uygulanan islemin
enzimi etkilememesi, iiiii. immobilize enzimin bazi kimyasal tepkimelerde devamli
katalizor olarak kullaniimasi durumunda immobilizasyon yontemini segmeden oOnce

tepkimenin dogasi g6z 6nunde bulundurulmalidir (Mosbach, 1976).

2.5. immobilizayon ile ilgili Caligmalar

Yesilada ve Ozcan tarafindan yapilan calismada; Trametes versicolor  Kkltlri
kullanilarak, Orange Il boyasinin renk giderimi calisiimistir. Renk giderim hizinin mantar
kaltar stzuntisinun Ureme evresine bagll olarak degistigi gozlenmistir (Yesilada and
Ozcan, 1998).

D’Annibale, A. ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada; Lentinula edodes
kullanilarak elde edilen lakkaz, zeytinyagi fabrikalarinda atik sulardaki fenollerin
uzaklastirimasi Uzerine calisiimistir. Calismada lakkaz, glutaraldehit ile c¢apraz
baglanma ve adsorpsiyon yontemiyle kitosan lUzerine immobilize edilmigtir. Optimum
pH, serbest ve immobilize enzim igin 4,0, optimum sicaklik sirasiyla 50 °C ve 60 °C, Km

degerleri sirasiyla 77 yM ve 256 yM olarak bulunmustur (D’Annibale, et al.,1999).

D’Annibale ve arkadaslarinin yaptigi baska bir galismada ise yine Lentinula edodes’ten
elde edilen lakkazin atik sulardaki fenol bilesikleri Uzerine etkilerini incelenmigtir.
Calismada lakkaz, Eupergite adsorbsiyon yontemi ile immobilize edilmistir ve kinetik
parametreler incelenmigtir. Serbest lakkazin Km sabiti 0,07 mM dan, Eupergite
immobilize edildiginde 0,15 mMa artarken, Vmak degerinin 1,9x10% mM.dak™ den
7,6x10-3 mM.dak™ e distiigii gézlenmistir (D’Annibale et al., 2000) .
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Abadulla ve ark. tarafindan yapilan bir calismada Trametes hirsuta ‘dan elde edilen
lakkaz enzimi ile triarylmethane, indigoid, azo ve anthraginonic boyalarin renk giderimini
ve boyalarin toksisitelerinin azaltilmasina etkisini arastirmislardir. Membran reaktor
sistemi kullanarak enzim, aliminyum Uzerine immobilize edilmistir. Yapilan bu ¢alisma
sonucunda anthraginonic boyalarin biyoreaktor sisteminde %80 oraninda toksisitesinin
azaldigi ve anthraginonic ve indigo carmine (Acid Blue 7)’nin azo boyalardan 2 kat daha

hizli pargalandigi gézlenmistir (Abadulla et al., 2000).

Lante, A. ve arkadaslar tarafindan yapilan bir calismada, Plerotus ostreatus‘dan elde
edilen lakkaz, adsorpsiyon yontemi ile polietersilfon membrana immobilize edilmistir.
immobilize enzimin atik sulardaki farkli fenol tirevlerini uzaklastirmasini arastiriimistir.
Siringaldazin substrat olarak kullaniimigtir. Calismada, serbest enzim igin optimum pH
6,3 immobilize enzim icin ise optimum pH 6,6, optimum sicaklik ise serbest enzim igin
40 °C immobilize enzim igin ise 35 °C oldugunu bulmuslardir. Enzimin baglanma

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

Freire, R.S. ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada Trametes versicolor’dan elde
edilen lakkazin immobilizasyonu adsorpsiyon ve kovalent baglanma ydntemi ile
yapilmistir ve enzim aktiflestiriimis karbon fiber mikro elektrotlar Gzerine immobilize
edilmistir. Substrat olarak katekol kullaniimistir ve optimum pH 5,0 olarak bulunmustur.
Ayrica, immobilize lakkazin aktifligini 2 ay suresince korudugunu belirlemislerdir (Freire
et al., 2001).

Ramsay ve Nguyen tarafindan yapilan bir galismada ise Trametes versicolor tarafindan
uretilen lakkaz kullanilarak; 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
boyalari Uzerindeki renk giderimi etkisi arastirilmistir.  Analizler sonucunda Cibacron
Brilliant Red 36-P, Cibacron Brilliant Yellow 3B-A ve Remazol Brilliant Blue R boyalarinin
renklerinin kismen giderildigi ve Amaranth, Tropaeolin O, Congo Red, R.blue 15 ve
R.black 5'in sirasiyla 3,5; 24,8; 22; 20 ve 48 saat sonra renklerinin tamamen giderildigi
belirtiimistir (Ramsay, 2002).
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Dodor, D. E. ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada ise, Trametes versicolor’dan
elde edilen lakkazi kaolinit Uzerine immobilize etmisler ve polisiklik aromatik hidro
karbonlarin (PAH ) uzaklastirma calismalari yapilmistir. Optimum pH’I 4,5 serbest
enziminin optimum sicakligini 40 °C, immobilize enzimin ise 60 °C oldugunu tespit
etmislerdir ve ayrica 4 °C de 4 ay depolandiginda serbest enzimin aktifliginin %90 n
korudugunu, immobilize enzimde ise 4 °C de 90 giin depolama sonunda aktifliginde

kayip olmadigini belirlemislerdir (Dodor et al.,2004).

Hu, X. ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada ise, Trametes versicolor’ dan elde
edilen lakkaz, adsorpsiyon ve kovalent baglanma yontemi ile silika nanopartikuller ve
kaolinit Uzerine immobilize edilmistir. Substrat olarak ABTS’yi kullanmis ve ki
immobilizasyon yonteminin de optimizasyon c¢aligmalari yapilimistir. Kaolinit Uzerine
kovalent baglanma ile immobilize edilmis enzimin optimum pH si 5,5 optimum sicakligi
50 °C, nanopartikiil lizerine kovalent baglanma yéntemiyle immobilize edilmis enzimin
optimum pH sini 6,0 optimum sicakhigini ise 45 °C olarak belirlemiglerdir (Hu et al.,
2007).

Xiao, H. ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada ise Pcynoporus sanguineus’ dan
elde edilen lakkaz kullaniimistir ve lakkaz gutaraldehit ile amin sonlu nanokompozitlere
capraz baglanmistir. immobilizasyon iki basamakta gerceklesmistir; birinci basamakta
¢apraz baglanma kosullari ikinci basamakta ise enzimin nanokompozitlere kovalent
baglanmasi kosullari incelenmistir. Ayrica lakkazin 5 kez art arda kullanimindan sonra

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

Gungérmedi ve ark. tarafindan yapilan bir calismada ise Trametes versicolor’in kuru
biyokutlesi kullaniimistir ve Reaktif Red 198 boyarmaddesinin biyosorpsiyonu
calisiimistir.calismada  biyosorpsiyon igin optimum kosullar belirlenmistir.Calisma
sonucunda optimum pH 2,0, optimum biyokutle miktari 0,4 g, optimum baslangic
boyarmadde konsantrasyonu 75 mg/l, optimum temas stresi 20 dk, optimum calkalama
hizi 100 r.p.m., optimum sicaklik 35°C olarak tespit edilmistir ve optimum kosullarda en

yuksek %92,57 verim elde edilmigtir (GUngoérmedi ve ark., 2009).
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deneyde Kullanilan 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) firmasindan
temin edilmigtir. Nutrient broth, Nutrient agar, Todd Hewitbroth Difco (ABD) firmasindan

temin edilmistir. Boyar madde (reaktif red 5) Sarar Tekstil A.S.’den temin edilmisgtir.

E.coli, Staphlococcus aureus ve Trametes versicolor (ATCC200801) Eskisehir
Osmangazi Universitesi, Biyoloji Bolumi, Mikrobiyoloji Anabilim  Dalindan temin

edilmistir.

3.2. YOntem

Sunulan tez kapsaminda yapilan deneysel calismalar, asagida verilen 6 ana grup

altinda incelendi:

o Poli(maleik anhidrit-alt-metil vinil eter) /oktadesil amin montmorillonit (Poli(MA-alt-
MVE)/ODA-MMT) nanokompozit sentezi,

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

o Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanokompozitinin, farkli molekil agirhgina sahip
saf kopolimerlerin ve organo silikatin antimikrobiyal ve antitimor etkisinin arastiriimasi

° Trametes versicolor’dan lakkaz enziminin sentezlenmesi,

o Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT  nanokompozite lakkaz immobilizasyonu ve
optimizasyon kosullarinin incelenmesi,

o Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanokompozitine immobilize edilmis lakkaz ile
‘Reactive Red 5" boyar madde renk gideriminin ve optimizasyon kosullarinin

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

Farkli ¢dzuculer kullanilarak sentezlenen poli(maleik anhidrit-alt-metil vinil eter)/ ODA-

MMT nanokompozitlerle ile ilgili agiklayici bilgiler verildi.

Nanokompozitlerin sentezi iki yontemle; interkalasyon/yapraklanma ve interlameller
agi(graft) kopolimerizasyonu metodlariyla ylzey katlari oktadesil aminle modifiye edilen

organik montmorillonit ODA-MMT egliginde gesitli reaksiyon sartlarinda gergeklestirildi.

3.2.1.1. Coziicii olarak polilaktik asit kullanilarak poli(MA-alt-MVE)/ ODA-MMT

nanokompozit sentezi

Reaksiyonda kullanilacak kopolimer, kutlesinin %1 olacak sekilde alinarak ¢ozicu
(polilaktik asit) icerisinde magnetik karistirici ile 3 saat karistirildi. Daha sonra bu
¢bzucu igerisine kopolimer miktarinin, kitlece % 3.2’si kadar ODA-MMT, silikat
tabakalarinin acilmasi ve ¢b6zunen polimer zincirlerinin tabakalarin arasina daha iyi
girmesi icin damla damla eklendi ve magnetik karistirici ile 3 saat daha karistiriimaya
devam edildi. Bazi deney kosullarinda kopolimer ve organo silikat beraber tepkimeye
sokulmadan Once agregasyon olusumu azaltiimak igin oda sicakliginda ultrason
banyosunda (Transsonic 470, Elma, Germany) 10, 20 ve 30 dakika olmak Uzere
bekletildi. Reaksiyondan alinan sivi karisim fazla metanol ile ¢okturaldi. Karisim 9000
rom’de 15 dakika santrifuj edildi. Elde edilen yapi, vakumlu etiivde 40°C’de 1.2 psi
basingta 24 saat boyunca kurutuldu. Sentezlenen nanokompozit %75,7 verimlilikte ve

kirik beyaz renkli ve toz haline getirilebilir olarak elde edildi.
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Sekil 3.1. Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanokompozitinin (PLA ortaminda) genel sentez

semasil.

3.2.1.2. Coziicu olarak 1,4 dioksan kullanilarak poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT

nanokompozit sentezi

Sentezde kullanilan kopolimer, 6nceki ¢alismada oldugu gibi kitlesinin %1 olacak
sekilde alindi ve bu calismada c¢ozucu olarak 1,4 Dioksan kullanilip magnetik
karistiricida oda sicakliginda 3 saat reaksiyona tabi tutuldu. Sonra igerisine kopolimer
miktarinin kitlece %3.2’si kadar ODA-MMT damla damla eklenip, magnetik karistirici ile
4 saat daha karigtirildi.

Reaksiyondan alinan sivi karigim, fazla metanol ile ¢gokturuldi ve 9000rpm’de 15 dakika
santrifuj edildi. Nanokompoziti, diger safsizliklardan ayristirmak i¢in de dietil eterde
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yikandi. Elde edilen yapi, vakumlu etiivde 40°C de 1.2psi basingta 24 saat boyunca
kurutuldu. Sentezlenen nanokompozit %10 verimlilikte olup, agik sari renkli ve toz

haline getirilebilir olarak elde edildi.
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Sekil 3.2. Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT dioksan ortaminda nanokompozitinin genel

sentez semasi.

3.2.1.3. Coziicu olarak fosfat tamponu kullanilarak poli(MA-alt-MVE)ODA-MMT

nanokompozit sentezi

0.1 M Fosfat Tamponu (K;HPOs- KH,POQOy ile hazirlanan nanokompozit yapilar
antimikrobiyal test, antitimor aktivite ve immobilizasyon ¢alismalari i¢in kullanildi. 0.1 M
kullanilarak pH:7,4 olan fosfat tamponu ile hazirlandi ve pH 7,4 olarak ayarlandi.
Hazirlanan ¢bzicunun bir kismi igerisine reaksiyonda kullanilacak kopolimer, katlesinin

%1 olacak sekilde katilip ve es zamanh olarak ¢oziuclinin geri kalanin igerisine
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kopolimer miktarinin kutlece %3.2’si kadar ODA-MMT eklendi. Sonra her iki ¢ozeltide
magnetik karigtirici ile 24 saat karistirildi. 24 saatlik sture sonunda kopolimerin
bulundugu c¢ozelti seffaf ve viskozitesi dusuk bir karisim olusumu gdézlendi. Organo
silikatin bulundugu karisim ise viskozitesi daha yuksek, kirik beyaz renkli olarak izlendi.
Daha sonra kopolimerin bulundugu ¢ozucu igerisine ODA-MMT karigimi damla damla
eklenerek oda sicakhdinda magnetik karistirici ile 48 saat kadar karistirildi. Sure
sonunda silikat tabakalarinin agilmasi ve ¢ozinen polimer zincirlerinin tabakalarin
arasina girmesi nedeniyle kirik beyaz renkli bir yapi gézlendi. Karistirma islemlerinin bu
kadar uzun olmasinin sebebi koplimerin inorganik bir ¢dézlclude uzun surede ¢ozunmesi
ve ¢dzunen kopolimerin organo silikat tabakalari arasina inorganik ¢ozucu olan fosfat
tamponunda uzun surede nifus etmesinin saglanmasiydi. Reaksiyondan alinan sivi
karisim fazla metanol (%80) ile ¢okturtilmesis yapildi. Cokmeyen kisim olasiligiona
karsin da metanol igcerisinde bulunan karisim 9000rpm’de 15 dakika santrifuj edildi.
Sonra 48 saat 25 °C’de1,2 psi basingta vakumlu etiivde bekletildi. Elde edilen ve

kurutulan nanokompozit %87 verimliklikte olup sari renkli, sert ve kirilgan 6zelikteydi.

3.2.2. Sentezlenen nanokompozitlerin karakterizasyonu

3.2.2.1. Kimyasal yapilar (FTIR, *H NMR ve 3C NMR)

FTIR spektroskopisi

Bu calismada sentezlenen nanokompozitlerin analizleri Schimadzu, DR 811 marka
Kyoto, Japonya FTIR spektrofotometresi ile gerceklestirildi. Analizler 4000-400 cm-1
dalgaboyu araliginda ve 4 cm™ ¢ézinirlikte yapildi. Test érnekleri belirli oranlarda KBr

ile toz halinde karistirilarak hazirlandi.

(*H) (*3C) NMR spektroskopisi

Bu calismada NMR spektroskopisi i¢in kullanilan sistem BRUKER 400mhz / 54mm
Ultrashield Standard, Almanya NMR sistemdir.
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3.2.2.2. Fiziksel yapilar (XRD analizleri)

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

Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuarindaki cihazla yapildi.

3.2.2.3. Yiuizey ve i¢c morfolojileri (SEM ve TEM analizleri)

Taramal elektron mikroskobu (SEM) analizi

Calismada sentezlenen nanokompozitlerin SEM goruntli calismalari Bilecik Universitesi
Merkezi Arastirma Laboratuarindaki JEOL JSM-6060LV model taramali elektron

mikroskobu ile yapildi.

Gecirimli elektron mikroskobu (TEM) analizi

Calismamizda kullanilan JEOL JEM-2100F TEM, Orta Dogu Teknik Universitesi

Merkezi Laboratuvarindan yararlanildi.

3.2.2.4. Termal davranislari (DSC ve TGA-DTG)

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

analizleri

Calismada yapilan eszamanh termogravimetrik ve Diferansiyel Termal Gravimetrik
analizler DSC-DTG Setaram Instrumentations Labsys Caluire, Fransa) analizérinde,
azot gazi atmosferinde, 100C/dk 1s1 aktarim hizinda gergeklestiridi.

DSC analizi

Calismada gereksinim duyulan polimerlerin ve nanokompozitlerin DSC analizleri

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

antitimoral etkilerinin arastiriimasi

Deneyde kullanilan saf organo silikatin (ODA-MMT) ve farkli molekul agirhgindaki saf
kopolimerlerin molekul agirligi, karsilastiriimali antimikrobsal etkisi ile laktik asit ve
fosfat tamponu ortaminda sentezlenen nanokompozitlerin, antimikrobsal etkileri

arastirildi.

Fosfat tamponu ortaminda sentezlenen nanokompozitin ayrica antitimoral etkisi icin

MCF-7 meme kanseri hiicre hatti kullanildi.

3.2.3.1. Antimikrobsal etkinin incelenmesi

Farkli molekul agirhdina sahip saf kopolimerler, ODA-MMT ve sentezlenen poli(MA-alt-
MVE)/ODA-MMT nanokompozit yapinin antimikrobiyal aktivite testi, disk diflizyon
metodu ile belirlendi (Denizci, 1996;Colak, 2006). Calismada patojen sus
Staphylococcus aureus, 121°C’de 15 dakika sterilize edilen Todd Hewitt Broth (%3,
pH:7.8) sivi besiyerine 25ml/100ml Erlenmayer ve bulanikligi Mc farland 0,5 e olacak
sekilde ekimi yapilmig, inkiibatérde 24 saat 37°C’ de inkube edildi. Antimikrobsal etkinin
kati besiyerinde de izlenmesi amaciyla hazirlanan ve etiketlenen nutrient agar
petrilerine bulanikhdi yine Mc farland 0,5 olacak sekildeki bakteri kultirinden 0,1 ml
alinarak steril cam baget cubukla ve nutrient agarli petrilere yayilmasi yapilip
inklibatérde 35-37°C’ de inkibe edildi.

Farkli molekdl agirligina sahip saf kopolimerler ODA-MMT ve sentezlenen poli(MA-alt-
MVE)/ODA-MMT nanokompozit yapilarinin, antimikrobiyal testi igin, fosfat tamponu ve
poli(laktik asit) (PLA) icinde ¢ozuldu ve steril milipor filtrasyonun ardindan 15 dakikada
sureyle tekrar ultraviole 1sina maruz birakildi. Kiguk petri kutusuna, 6.0 mm c¢apinda
Whatman No.1 filtre kagidindan diskler yapilarak otoklav sterizasyonu yapildi. Disklere
steril anokompozit sivisindan 20 mikrolitre olacak sekilde emdirilerek etlivde kurumaya

birakildi. Diskler steril ortanda ve pensler kullanilarak Staphylococcus aureus ekilen
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nltrient agarl petrilere yerlestirilerek 35-37°C’ de 24 saat slre ile inkiibasyon yapildi.
Sure sonunda kagit disk cevresinde olugan clear (bakterinin trenmedigi alan) zonlarin
caplari Olgulerek ve kontrol petri kutularindaki (bakteri bulunmayan) kagit disk caplari
dikkate alinarak antimikrobsal aktivite arastirildi. Kontrol grubu petrilerdeki kagit
disklere, ayni kosullarda deneyin amacina goére 20 mikrolitre steril fosfat veya polilaktik

asit emdirildi.

3.2.3.2. Antitumoral etkinin arastiriimasi

Fosfat tamponu ortaminda sentezlenen nanokompozitlerinin, MCF-7 kanser hiicre hatti
Uzerindeki sitotoksik etkisi WST-1(stabil tetrazolyum tuzu) metodu ile tesbit edildi.
Uretilen Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanokompozitler steril fosfat tamponu (pH:7.4) ile
hazirlanmis ve 15 dakika ultraviyolet (UV) I1s1gina maruz birakilarak sterilizasyon islemi

yapildi.

Ik asamada MCF-7 kanser hiicrelerinin 48 well platelere her bir kuyucuga 10x10° hiicre
dusecek sekilde ekimi yapilmig, sonra kuyucuklara sivi ortamda bulunan nanokompozit
bilesikler 6.25, 12.5, 25, 50, 100 ve 200 pg/ml olacak sekilde pipetlenmis ve 48 saat
inkiibe edilmistir. Calismada her bir bilesik g tekrarl ¢alisiimistir. Kontrol grubu olarak
48 saat sonunda sadece medium kulanilan her kuyucuga 15 pyl WST-1 ¢ozeltisi ilave
edildi. 37 °C’de 4 saat inkUbasyondan sonra, hlcre canlilik tespiti i¢in 48 kuyucuklu
platelerin O.D yodunluk degerleri, ELISA plate okuyucuda 420-480 nm’de yapildi. WST-
1 toksisite testinde yasayan hucreler sari renk olustururken, olU hucrelerde renk

olusumu gozlenmedi.
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3.2.4. Lakkaz enzimi sentezi

Deneysel calismalarimizda fenol oksidaz grubu enzimlerden lakkaz bakimindan
oldukga potent Trametes (Coriolus) versicolor ATTC 200801 fungus susu kulanildi. Stok
kalturler Malt Extract Agar (Difco) kati besiyerine yapilip ve c¢alismalarda kullaniimak
uzere +4 °C’de muhafaza edildi. Aktifligini kaybetmemeleri icin stok kultirler her 4-6
haftada yatik malt extract agara transfer edildi. Deneyin amacina gére 28 °C’de 1-2

gunluk inkibasyondan sonra ¢aligsmalarda kullanildi.

Lakkaz enziminin dretimi icin modifiye-edilmis Vogel Minimal besiyeri kullanildi (Cicek
H. 2000). Besiyerinde kullanilan iz element stok ¢ozeltisi (9/100 ml) : Sitrik asit.H20:
25 g, ZnS04: 2,5 g, Fe(NH4)2(SO4),. 6H20: 0,5 g, CuSO4 5H20: 0.125 g,
MnSO4.H,0:0.025 g, H3BOs: 0.025 g, H3zP(Mo3O10). H2O: 0.025 g olacak sekilde
hazirlanip milipore filtrasyonla steril edildi. Vogel ana stok c¢ozeltisi ise (g/100 ml) :
Sodyum sitrat: 15 g, KH,PO4: 25 g, NH4NO3: 10 g, MgSO,4. 7H,0: 1,0 g, CaCl,. 2H,0:
0,5 g olacak sekilde hazirlandi. Modifiye Vogel Minimal besiyerini hazirlamak igin Vogel
Ana Stok ¢ozeltisine % 1,0 oraninda stok iz-element ¢ozeltisi ve % 2 oraninda glukoz
eklendi. Besi yerinin pH’si konsantre HCI ile 4.7’ye ayarlandi. 500 ml /1000 ml Erlen-
mayer olacak sekilde hazirlana besiyerleri otoklavda (110 °C de 1.5 atmosfer basingta,
25 dakika) sterilize edildi. Milipor filtrasyaonla (0.45 u delik ¢capl, Millipore Co.)sterilize
edilmis stok thiamin ¢dzeltisinden bu besiyerine son konsantrasyonu % 0.1 olacak

sekilde eklendi.

Besiyerlerine migelyum suspansiyonlari ekimi igin, yatik stok malt-agarli fungus susuna
20 ml steril serum fizyolojik eklenerek homojenitesi saglandi. Ekim, steril kosullarda 20
ml migelyum-supansiyonu/500 ml besiyeri olacak sekilde yapildi. Lakkaz Uretimi igin
kultirler 30°C’'de, 150 r.p.m calkalama hizina ayarlanmis calkalamali-inkiibatérde 10
giin siireyle inkiibe edildi. inkiilbasyon siresi sonunda fungus biyokitlesi, kiltir
sivisindan filtrasyonla (Whatman No:3) yontemiyle ayirildi. Elde edilen kultar filtratlar

galismalarda enzim kaynagi olarak kullanildi.
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3.2.5. Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanokompozitlere enzim immobilizasyonu ve

optimizasyon kosullarinin incelenmesi

Kovalent ve fiziksel yontemle lakkazin kompozite baglanma durumu uv-visible
spektrometre (Schmadzu 1240) ile Olgulerek karsilastirildi. Deney sartlari her iki
yontemde pH: 5.0, 30 dakika stire ve 37°C sicaklikta gergeklestirildi. Fiziksel baglan-
mada nanokompozit ve enzim dogrudan etkilesime sokulurken, kovalent baglanma
yonteminde nanokompozit 6nce EDC(1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimit) ile
etkilestirilerek enzim ilavesi yapildi. Reaksiyon sonunda her iki yontemde de immobilize
yapilar, 7000 rpm’de 15 dakika santrifij edilerek ¢okturuldl. Stpernatantin, UV- visible

spektrometrede, asetat tamponuna karsi 280 nm’de O.D’leri alind1.

Immobilizasyon deneyleri kesikli sistem olarak yapildi. 4,0 ml Poli(MA-alt-MVE)/ODA-
MMT nanokompozit ¢dzeltisine, lakkaz enzimi denge suresi boyunca 30 dakika, 200
rom rotasyonel sekilde karistirildi. Fiziksel adsorpsiyonla lakkaz immobilizasyonu igin
optimum pH, lakkaz enzimi baglangi¢ derigimi, sure ve sicaklik arastirildi. Daha sonra
immobilize enzim ile reaktif red 5 boyar madde renk giderimi ve optimizasyon

calismalarina gegildi.

MA-alt-MVE nanokompozitlerine lakkaz immobilizasyon kapasitelerinin belirlenmesinde

asagidaki esitlik kullanildi:
g= [(CO-C)V]/m (3.1)
Burada q, birim nanoyapi tGzerine adsorplanan lakkaz katlesini (mg/g); Co ve C siraslyla,

nanoyapllar ile lakkazin etkilestiriimeden 6nceki ve sonraki derisimlerini (mg/mL); V,

hacmi (mL); m, deneylerde kullanilan nanoyapi kutlesini (g) gostermektedir.

53



3.2.5.1. Lakkaz kalibrasyon edrisinin hazirlanmasi

Lakkaz kalibrasyon egrisini hazirlamak amaciyla 0,005mg/ml, 0,01mg/ml, 0,02 mg/ml,
0,03 mg/ml, 0,04 mg/ml, 0,05 mg/ml lakkaz ¢ozeltileri, 0,1 M ve pH: 4.5 sodyum asetat
tamponu kullanarak hazirlandi. Ornek ¢ozeltiler 10 dakika 37°C etlivde (Edmund Buhler
Gmbh, Germany) bekletildikten sonra uv-gorunur bolge spektrofotometresinde 280 nm
Optik yogunluklar (O.D.) okundu. Kalibrasyon grafigi lakkaz derigsimlerine kargi

absorbans degerleri kullanilarak yapildi.

3.2.5.2. immobilizasyon kosullarina pH etkisi

Enzim immobilizasyonunda ortam pH’sinin etkisini belilemek amaci ile pH 3,5 - 5,5 igin
4,0 ml-0,1 M Asetat tamponu, pH 6,0-7,4 icin ise 4,0 ml 0,1M Fosfat tamponu icine
2,5x10 g nanokompozit ilave edilerek 30 dakika siireyle, 37°C’de ve 200 r.p.m.
calkalamali hizda tabi tutuldu. Optimum pH’in hesaplanmasi icin 3.2.5'teki esitlik
kullanildi.

3.2.5.3. immobilizasyon kosullarina baslangic lakkaz konsantrasyonu etkisi

Enzim immobilizasyonunda lakkaz konsantrasyonunun imobilizasyon Uzerine etkisini
arastirmak amaciyla, lakkaz konsantrasyonu 0,005-0,01-0,025-0,05-0,075-0,1-0,15
mg/ml olacak sekilde, dnceden belirlenen tim deney kosullari (pH:4.5, nanokompozit
miktari 2,5x10 g, immobilizasyon siiresi 30 dakika, 37°C’de ve 200 r.p.m. karistirma
hizinda) sabit tutulmak kaydi ile gergeklestirildi ve 3.2.5’teki esitlik kullanilarak optimum

lakkaz konsantrasyonu hesaplandi.
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3.2.5.4. immobilizasyon kosullarina sicaklik etkisi

Ortam sicakliginin immobilizasyona etkisini belirlemek igin 4-20-30-37-50-60°C’lerde
denendi. Daha &nceden yapilan kosullar sabit (pH:4.5, nanokompozit miktari 2,5x102 g,
immobilizasyon slresi 30 dakika, 37°C’de ve 200 r.p.m. karistirma hizinda) tutularak,

3.2.5'teki esitlik yardimiyla optimum sicakhgin hesaplanmasi yapildi.

3.2.5.5. iImmobilizasyonda temas siiresi etkisi

Nanokompozit yapi ile lakkaz enziminin immobilizasyon asamasinda temas suresinin
etkinligi arastinldi. Bu amagla 5-10-20-30-45-60-90-120 dakikalarda Daha 6nceden
yapilan kosullar sabit (pH:4,5, nanokompozit miktari 2,5x10 '3g, immobilizasyon suresi
30 dakika, 37°C’de ve 200 r.p.m. karistirma hizinda) tutularak, optimum temas suresi

hesaplanmasi icin 3.2.5'teki esitlik kullaniimistir.

3.2.5.6. Serbest ve immobilize enzimin aktivitesinin tayini

Kaltdr ortami sivilarinda lakkaz aktivitesi olgimleri Taspinar ve Kolankaya (1998)
tarafindan kullanilan yonteme goére yapildi. Yontem gereg@i reaksiyon tuplerine 1mM
Guaikol (Sigma Co.) iceren 5mL Na-asetat tamponu (50 mM, pH 4,6) ve 0,1 mL enzim
kaynag konuldu. Kontrol tiplerde enzim kaynagi olarak kaynatilarak enzim aktivitesi
ortadan kaldirilmig kiltir sivilart kullanildi. Tupler 37 °C'de 15 dakika inkiibe edildi.
inkiibasyon sonrasi reaksiyon tiiplerindeki absorbans (optik dansite: O.D.) degismeleri
465 nm dalga boyuna ayarlanmis spektrofotometrede (Schimadzu UV-1240) kontrole
karsi okundu. U/ml enzim aktivitesi 37 °C’de, 1 dakikada, 465 nm’de O.D'yi 0,1 birim

arttiran enzim miktari olarak tanimlandi.

Ayni yéntem immobilize enzim c¢alismalarinda da uygulandi. immobilizasyon igleminden
sonra nankompozit kutlesi ¢okturulerek, enzimle etkilesen subsratin Urine degisim
absorbansi Olgulmuagtir. Tum denemeler 3 tekrarli ve birbirinden bagimsiz olarak

olugturulan deney gruplari ile yapilmistir.
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3.2.6. Serbest ve immobilize enzim ile “Reactive Red 5” boyar madde renk

gideriminin ve optimizasyon g¢aligmalarinin incelenmesi

Optimizasyon calismalari igin oncelikle reaktif red 5 boyarmaddesi igin UV- visible
spektrofotometre ile dalga boyu taramasi yapilmis ve en yuksek absorbans degeri 545 nm
olarak bulunmustur. Bundan sonraki c¢alismalarda bu deger sabit tutularak olgumler
yapilmistir. Reaktif Red 5 biyosorpsiyonu igin optimum kosullarinin belirlenmesi amaciyla;
Boyar madde kalibrasyon egrisi hazirlanmis ve optimum pH, baslangic boyarmadde

konsantrasyonu, temas suresi ve sicaklik parametreleri incelenmistir.

Optimizasyon c¢alismalarinda toplam hacim 4 ml olacak sekilde calisildi. Lakkaz
immobilize edilen nanokompozitler 7000 r.p.m’de 15 dakika santrifij yapilarak
cOkturulerek Uzerine renk gideriminin takibi icin 4,0 ml boya maddesi eklendi ve
spektrofotometrede, 545 nm dalga boyunda, renk giderimi absorbans degerleri
belirlendi. Tum deneylerde kontrol grubu olarak lakkaz ilave edilmeyen boyarmadde
¢ozeltileri kullanildi. Renk giderme islemindeki degisiklikleri, renk iglemi gerceklestirilen
¢Ozeltiden alinan en son 6rnegin absorbans deder dikkate alinarak % renk giderimi
hesaplandi. Gergeklestirilen renk gideriminin etkinliginin “%” ifadesinde, asagidaki

denklem kullanildi.

Renk giderimi (%) = ? X 100 (3.2)

| :Baslangi¢ absorbans degeri

F: Renk giderim isleminden sonraki absorbans degeri

“‘Reactive Red 5” boyarmaddesi ile gergeklestirilen renk giderimi islemi sonucunda,
islem gérmus boyarmadde ¢ozeltisine ait % renk giderimi dederi absorbans degerleri

yardimiyla hesaplandi.

56



Elde edilen degerlerin tekrarlanabilirligini gorebilmek amaciyla her ¢calisma en az g kez
tekrarlandi. Kullanilan boyarmaddelerin renk giderimi iglemi esnasinda alinan orneklere
gore absorbans degerleri ve % renk giderimi deg@erleri, karsilastirmali gizelgeleri ile
birlikte verildi.

3.2.6.1. “Reactive Red 5” boyar madde kalibrasyon egrisi

Renk giderme igleminin incelenmesi amaciyla, oncelikle kullanilan boyar maddenin
0.005, 0.01, 0.02, 0.03 ve 0.04 g/L olmak uzere 5 farkli konsantrasyonda cozeltileri
hazirlanmis ve UV-Gorunur Alan Spektrofotometresinde 545 nm dalga boyu araliginda

incelendi ve her bir boyar madde igin “kalibrasyon dogru denklemi” elde edildi.

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

giderimine ortam pH’nin etkisi

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

etkisi

Serbest lakkazin, boyar madde renk gideriminde pH’nin etkisini belirleyebilmek amaci
ile, 1-10 pH araligi igindeki farkli pH’larda ve 50 mg/l boyarmadde igeren ¢ozeltiler
hazirlandi. pH 1.0-2.0 igin KCI-HCI tamponu, pH 3.0-5,5 igin 0,1 M sodyum asetat
tamponu, pH 6.0-7,4 igin 0,1 M fosfat tamponu kullanildi. Herbir ¢ézeltiye 0,025 mg/ml
konsantrasyonunda serbest lakkaz eklenerek inkube edildi. Ancak deney kosullari 25
°C’de, boyar madde konsantrasyonu (50 mg/L) ve calkalama hizi (200 rpm.) sabit
tutuldu. Farkli pH degerlerinde reaktif red 5 boyar maddesine ait % renk giderimi Bolum

3.2.6’da anlatilan yonteme gore yapildi.
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immobilize enzim ile “Reactive Red 5” boyar madde renk giderimine ortam pH’nin

etkisi

Ortam pH degerinin immobilize lakkaz ile boyar madde renk giderimi Uzerine etkisini
belirlemek amaci ile genis bir pH araliginda ¢ahlisiimistir. Bu amagla, 1-10 pH araliginda
50 mg/l boyarmadde igeren ¢ozeltiler hazirlanmistir. pH 1-2 igin KCI-HCI tamponu, pH
3.0-5,5 i¢in 0,1 M sodyum asetat tamponu, pH 6-7,4 igin 0,1 M fosfat tamponu
kullanilmistir. Bu gozeltilere optimum kosularda (pH:4.5, sicaklik:37°C, zaman:1saat,
lakkaz konsantrasyonu 0,025mg/ml, nanokompozit kutlesi:0,0025 g) 0Onceden
hazirlanan pellet seklindeki immobilize lakkaz ilave edilir. Deney slresince tim kosullar
(zaman:30 dakika, sicaklik:37°C, boyar made konsantrasyonu 50 mg/L ve calkalama
hi1z1:200 r.p.m.) sabit tutulmustur. Her bir pH degerindeki reaktif red 5 boyar maddesine

ait % renk giderimi Bolum 3.2.6’da anlatilan yonteme gore yapildi.

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

giderimine baslangi¢c boyarmadde konsantrasyonu etkisi

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

boyarmadde konsantrasyonu etkisi

Serbest lakkazin boyar madde renk giderimine baslangi¢ boyarmadde konsantrasyonu
etkisini belirleyebilmek amaci ile boyarmadde konsantrasyonu 0,01-0,1 mg/I araliginda
degistirilmistir. Herbir ¢ozeltiye 0,025 mg/ml konsantrasyonunda serbest lakkaz
eklenmistir. Tepkime siiresince, pH(5.0), sicaklik (25 °C) ve galkalama hizi (200 rpm.)
sabit tutulmustur. Her bir konsantrasyon degerindeki reaktif red 5 boyar maddesine ait
% renk giderimi Bo6lim 3.2.6’da anlatilan yonteme goére yapildi.
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immobilize enzim ile “Reactive Red 5” boyar madde renk giderimine baslangic

boyarmadde konsantrasyonu etkisi

Baslangig boyarmadde konsantrasyonunun immobilize lakkaz ile boyar madde renk
giderimi Uzerine etkisini belilemek amaciyla, Reaktif Red 5 baslangic boyarmadde
konsantrasyonu 0,01-0,1 mg/l araliginda degistiriimistir. Bu c¢ozeltilere optimum
kosularda(pH:4.5,sicaklik:37 C, zaman:1 saat, lakkaz konsantrasyonu 0,025mg/ml,
nanokompozit kitlesi:0,0025 g) énceden hazirlanan pellet seklindeki immobilize lakkaz
ilave edilir. Deney suresince tum kosullar (pH:5, zaman:30 dakika, sicakhk:37°C ve
calkalama hizi1:200 r.p.m.)sabit tutulmustur. Her bir konsantrasyon degerindeki reaktif
red 5 boyar maddesine ait % renk giderimi Bolium 3.2.6’da anlatilan ydnteme gore

yapildi.

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

giderimine ortam sicakligi etkisi

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

etkisi

Serbest lakkazin boyar madde renk giderimine sicaklik etkisini belirleyebilmek amaci
ile genis bir sicaklik araliginda(4-60 °C) calisiimistir. Herbir ¢ozeltiye 0,025 mg/ml
oraninda serbest lakkaz eklenmistir. Tepkime slresince, pH (5.0), boya konsantrasyonu
(50 mg/L) ve galkamala hizi(200 rpm) sabit tutulmustur. Her bir sicaklik degerindeki
reaktif red 5 boyar maddesine ait % renk giderimi Bolum 3.2.6’da anlatilan yonteme

gore yapildi.
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immobilize enzim ile “Reactive Red 5” boyar madde renk giderimine ortam

sicakhgi etkisi

Sicakhgin immobilize lakkaz ile boyar madde renk giderimi Uzerine etkisini arastirmak
amaciyla, 4-60 °C araliinda degisen sicakliklar denenmistir. Bu gozeltilere optimum
kosularda (pH:4.5, sicaklik:37°C, zaman:1 saat, lakkaz konsantrasyonu 0,025mg/ml,
nanokompozit kitlesi:0,0025 g) énceden hazirlanan pellet seklindeki immobilize lakkaz
ilave edilir ve tum kosullar( pH:5, zaman:30 dakika, baslangic boyar madde
konsantrasyonu: 50mg/L ve galkalama hizi1:200 r.p.m.)sabit tutulmustur. Her bir sicaklik
degerindeki reaktif red 5 boyar maddesine ait % renk giderimi Bélum 3.2.6’da anlatilan

yonteme gore yapildi.

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

giderimine temas siresi etkisi

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

etkisi

Serbest lakkazin boyar madde renk giderimine zaman etkisini belirleyebilmek amaci ile
genis bir zaman araliginda (5-120 dakika) c¢ahsiimistir. Herbir ¢ozeltiye 0,025 mg/ml
oraninda serbest lakkaz eklenmistir. Tepkime siiresince, pH (5.0), sicaklik (25 °C), boya
konsantrasyonu (50 mg/L) ve c¢alkalama hizi (200 rpm) sabit tutulmustur ve degisen
surelerde ornekler alinmigtir. Her bir sure degeri i¢in birbirinden bagimsiz deney
gruplari olusturulmustur. Her bir zamanda alinan reaktif red 5 boyar maddesine ait %

renk giderimi Bolum 3.2.6’da anlatilan yonteme gore yapildi.
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immobilize enzim ile “Reactive Red 5” boyar madde renk giderimine temas siiresi

etkisi

Zamanin immobilize lakkaz ile boyar madde renk giderimi Uzerine etkisini arastirmak
amaciyla, 5-120 dakika araliginda degisen zaman araligi denenmigtir. Bu ¢ozeltilere
optimum kosularda (pH:4.5,sicaklk:37°C,zaman:1 saat, lakkaz konsantrasyonu
0,025mg/ml, nanokompozit kutlesi:0,0025 g) 6nceden hazirlanan pellet seklindeki
immobilize lakkaz ilave edilir ve tim kosullar (pH:5, sicakhk:37°C , baslangic boyar
madde konsantrasyonu: 50mg/L ve calkalama hizi:200 r.p.m.) sabit tutulmustur ve
degisen surelerde oOrnekler alinmistir. Her bir sure dederi icin birbirinden bagimsiz
deney gruplari olusturulmustur. Belirlenen her bir zamanda alinan reaktif red 5 boyar

maddesine ait % renk giderimi Bolim 3.2.6’da anlatilan yonteme goére yapildi.

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

giderimine depolanma siiresinin etkisi

Enzim immobilizasyonundaki en onemli parametrelerden biri de immobilize edilmis
enzimin depolama karalligidir. Hem serbest hemde immobilize lakkaz pH 4.5ta,
sodyum asetat tamponu(0,01 M) icerinde + 4 °C da depolanmistir.Depolanan serbest
ve immobilize lakkazdan belirli araliklarla (0.,3.,6.,9.,12.,15.,18.,21.,24.,27. glin) Ornek
alinarak Bolim 3.2.6.da anlatilan yonteme goére boyar madde renk giderimi tayini
yapildi. Boyar madde renk gideriminde tepkime suresince, pH (5.0 ) ,boyar madde

konsantrasyonu(50 mg/l) , sicaklik (25 °C) ve ¢alkalama hizi (200rpm.) sabit tutuldu.

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

kullanim sayisi ile degisimi

kullanildi. Bu amagla optimum kosularda(pH:4.5, sicaklik:37°C, zaman:1 saat, lakkaz
konsantrasyonu 0,025mg/ml, nanokompozit kitlesi:0,0025 g) dnceden hazirlanan pellet

seklindeki immobilize lakkazlarin Reaktif Red 5 boyar madde renk giderimine ait %
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renk giderimi Bolum 3.2.6’da anlatilan yonteme gore yapildi. Tepkime suresince, pH
(5.0), boyar madde konsantrasyonu (50 mg/L) ,sicaklik (25 °C) ve calkalama hizi(200

rpm) sabit tutuldu.

Tum denemeler 3 tekrarl ve birbirinden bagimsiz olarak olusturulan deney gruplari ile

yapilmigtir.

4. BULGULAR

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

4.1.1. Kimyasal yapilarin (FTIR, *H NMR ve *C NMR) analizleri

4.1.1.1. FTIR analiz sonuglarinin incelenmesi ve agiklanmasi

Farkli ¢ozuculer ile sentezlenen nanokompozitlerde, kopolimerler ve ODA-MMT
arasindaki arayuzey etkilesimleri, FTIR anliz yontemiyle incelenmis ve ortaya
koyulmustur. FTIR spektrumlarinin (Sekil 4.1 ve 4.2.) sonuglari her bir sistem icin
kopolimerlerinkiyle karsilastirilarak degerlendiriimis ve melzemelerin kimyasal yapilari
cesitli fonksiyonel gruplara uygun gelen karakteristik absorpsiyon bantlarinin varligi ile
belirlenmistir. Spektrumlar hem organokile hem de kopolimerlere ait karakteristik pikleri

icermektedir.

Farkli ¢ozuculer esliginde sentezlenen poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT
nanokompozitlerinin FTIR spektrumlari  Sekil 4.1 ve 4.2’de verilmigtir. FTIR
spektrumunda karbonil bolgesindeki anhidrit gruplarina ait piklerin siddetlerinin dnemli
olgiide azalirken (1850-1700 cm™), asit ve amid gruplarina ait bélgedeki piklerin ortaya
cikmasi (1710-1630 cm™), kopolimerlerin serbest karboksil igeren birimlerinin
tabakalarin ylzeyindeki alkil aminle (veya ammonium) amidlesme reaksiyonu Uzerinden

molekuler dizeyde hibritlegtiginin gostergesidir.
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Sekil 4.1. Poli(MA-alt-MVE) (M.: 960 x 10% g/mol)/ODA-MMT nanokompozitin FTIR
spektrumu (KBr pellet). Sentez yontemi: dioksan ortaminda tabakalar arasi asi(graft)

kopolimerizasyonu.

Dioksan_ortaminda_sentezlenen poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT _(sekil 4.1) (cm™):
1850 ve 1775 cm™ (Maleik anhidrit birimindeki C=O gerilme) ,1200 (m) and 1090 (m)
cm™ (Maleik anhidrit biriminde C-O ve C-O-C bantlari), 2925 cm™ (m) (Metil-vinil-eter
birimindeki CHs icerisindeki C-H bandi), 2847 cm™ (Metil-vinil-eter biriminde CH,
icerisindeki C-H band (zincir ana yapi), 1460 ve 1437 cm™ (Metil-vinil-eter biriminde

CH, ve CHs deformasyonu), 1352 cm™ (Metil-vinil-eter biriminde O-CHjs icerisindeki CHs
deformasyonu), 912 cm™ (Metil-vinil-eter biriminde C-O deformasyonu), 720 cm™ (Metil-
vinil-eter biriminde CH, ve CH3; deformasyonu), 1640 ve 1722 cm™ ( NH-C=O amid
bandi), 1510 cm™ (Hidrojen bagli COO™ gerilimi ) , 3630 cm™ (Organo kil biriminde H-
bagl —SiOH veya OH gruplari), 3186 cm™ (Organokil biriminde H-bagh NH. grubu),
2925 cm™ (Organokil biriminde CH gerilme (alkil grup)), 2847 cm™ (Organokil biriminde
CH, ve CHg; igerisinde C—H bandi), 2600 cm™ (Oktadesil amine/amit igerisinde N—-C
bandi), 1165 cm™ (Organokil biriminde C-H egilme bandi) , 997 cm™ (Organo kil
biriminde yapraklanmis (exfoliated) yapidaki Si—-O-Si geriime), 860 cm™ (Organokil
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biriminde —SiOH icerisindeki Si—O gerilmesi), 795 cm™ (Organo kil biriminde C-H egilme
bandi)

1TE.E

Poli{MA-alt-MVE)-g-PLA/ODA-MMT
Mp, = 960.000 g/mol
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Sekil 4.2. Fonksiyonel kopolimer-g-PLA/ODA-MMT nanokompozitinin FTIR spektrumu
(KBr pellet). Sentez yoéntemi: LA ortaminda tabakalar arasi asi(graft)

kopolimerizasyonu.

Polilaktik asit ortaminda sentezlenen poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT: 1848 ve 1777
cm™ (Maleik anhidrit birimindeki antisimetrik C=0 gerilme), 1709 cm™ (Maleik anhidrit
birimindeki simetrik C=0O gerilme, asit C=O gerilmesi), 1300 (m) and 1180 (m) cm™
(Maleik anhidrit biriminde C-O ve C-O-C bantlar)) 2962 (m) cm™ (Metil-vinil-eter
birimindeki CHj igerisindeki C-H bandi), 2869 cm™ (Metil-vinil-eter biriminde CH>
icerisindeki C-H bandi), 1460 ve 1437 cm™ (Metil-vinil-eter biriminde CH, ve CHg
deformasyonu), 1367 cm™ (Metil-vinil-eter biriminde O-CH; igerisindeki CHg

deformasyonu, 1016 cm™ (Metil-vinil-eter biriminde C-O deformasyonu) 720 cm™
(Metil-vinil-eter biriminde CH, ve CHj; deformasyonu) 1640 ve 1722 cm™ ( NH-C=0
amid bandi), 3630 cm™ (Organo kil biriminde H-bagli —SiOH veya OH gruplari), 3210
cm™®  (Organokil biriminde H-bagli NH, grubu), 2925 cm™ (Organokil biriminde CH
gerilme (alkil grup)), 2879 cm™ (Organokil biriminde CH, ve CHjs igerisinde C—H bandh),
2610 cm®  (Oktadesil amine/amit icerisinde N-C bandi), 1367 cm™ (Organokil
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biriminde C-H egilme bandi), 1086 cm™ (Organo kil biriminde yapraklanmis (exfoliated
)yapidaki Si-O-Si gerilme), 922 cm™ (Organokil biriminde —SiOH igerisindeki Si—O
gerilmesi) ,790 cm™ (Organo kil biriminde C-H egilme band)

4.1.1.2. NMR (*H NMR ve *C NMR ) analiz sonuclarinin incelenmesi

NMR atom cekirdeginin kuantum mekanik manyetik 6zelliklerine dayanan fiziksel bir
tekniktir. Tek sayili proton veya noétron iceren atomlar igsel manyetik moment ve agisal
momentuma sahiptirler, bilinen en genel atomlar hidrojen (*H) ve karbon (**C)dur.
Bunun vyaninda diger elementler de incelenebilir. Cesitli ¢dzlci ortamlarinda
sentezlenen kompozitlerin kimyasal yapilari ve fonksiyonel gruplarin varhgi, *H NMR ve
13C NMR spektroskopi yoéntemlerle de incelenerek tespit edilmistir. Bu analizlerin

sonuglari ve gereken yorumlari agagida verilmistir.

Poly(MA-ait MVE)/ ODA-MMT(3.2 %)
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Sekil 4.3. Poli(MA-alt-MVE) /ODA-MMT nanokompozitin (dioksan ortaminda) H
spektrumu. Cozelti: DMSO-de.
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Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanokompozitlerinin *H-NMR spektrumunda poli(MA-alt-
MVE) kopolimerinin *H-NMR spektrumu ile kiyaslandiginda (Sekil 4.3), karakteristik
pikler su sekilde degismistir: Kopolimerin spektrumundan farkli olarak, nanokompozit
yapinin *H NMR spektrumunda, ana zincirdeki CH ve CH, protonu ve CHs (metoksi
grubuna ait) proton piklerine ek olarak amin NH grubuna ait protona (9) ve COOH
protonuna (8) ait pikler sirasiyla ortaya gikmistir. Karsilastirmali *H-NMR pik analizi,
poli(MA-alt-MVE) kopolimerinin anhidrit gruplariyla ve ODA-MMT nin yuzeyindeki alkil

amonyum gruplari arasinda amidlesme reaksiyonunun gergeklestigini ortaya koymustur.

- DMSO.dg
- N [
MYE we ODA
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CH,
i
_ |
raleamid rralearnid |
ve LA hirimi -CH-CH- LA birimi
-COOH CHy
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Sekil 4.4. Poli(MA-alt-MVE) (M, = 1.13 x 10° g/mol)-g-PLA/ODA-MMT nanokompozitin
'H ve *C-NMR spektrumu. Cozelti: DMSO-ds.
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Kopolimer-g-PLA silikat tabakali nanokompozitinin kimyasal yapasi 'H ve *C NMR
analiz yontemleriyle de tespit edilmistir. Bu spektrumlarda karboksil grubunun protonuna
ve C=0 gruplarinin carbon atomlarina, amid grubunun NH protonuna ve asilanmis laktik
asit birilerinin CHz ve CH grublarina ait piklerin varligi goézlenilmistir. Bu sonugclar
nanoyap! olusumunda oOnemli katkida bulunan in situ proseslerin; tabakalar- ve

fazlararasi kimyasal reaksiyonun (kopolimerin anhidrit grublariya oranik kilin octadesil

amin fragmentleriye amidlesmesi) gerceklesmesini gostermektedir.
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Sekil 4.5. Poli(MA-alt-MVE) (M, =
nanokompozitlerin *H NMR spektrumu. Cézelti: DMSO-ds.

= 960.000 ve 485.000 g/mol)-g-PLA/ODA-MMT
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Sekil 4.4 poly(MA-alt-MVE)-g-PLA/ODA-MMT nanokompozitinin *H ve 3C NMR
spektrumunu vermektedir. PLA ortaminda sentezlenen nanokompozitlere ait *H NMR
spektrumunda da, poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanokompozitinin spektrumu (Sekil 4.3)
ile anolojik pikler gozlenmistir. Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanokompozitinde,
kopolimerinin anhidrit gruplariyla, ODA-MMT’nin ylzeyinde bulunan alkil amonyum

gruplari arasinda yine amidlesme reaksiyonun gergeklestigini ortaya koymustur.

Daha detayl bilgiler **C NMR spektrumu (Sekil.4.4) yorumuyla ortaya koyulmustur.
Spektrumda asagidaki kimyasal kayma degerleri gézlenmistir: 58.01 ppm ( -CH-O),
49.08 ppm (-CH-CH- zincir ana yapt), 32.3 ppm (CH30 ve -CH,). Poly(MA-alt-MVE)’ye
ait karakteristik *C NMR pikleri 20.49 ve 66.70 ppm’de gdzlenir (Muenprasat et al.,
2010). Bu calismada sentezlenen poli(MA-alt-MVE)-g-PLA/ODA-MMT nanokompozitine
ait **C NMR spektrumunda MA ve PLA gruplarina karsilik gelen bolgelerde (20. 51 ve
67.80 ppm) pik gobzlenmis olmasi poli(MA-alt-MVE) kopolimerine PLA’nIn
asllanmasindaki basarinin bir gostergesidir. Ayni zamanda 174 ppm’de gozlenen pik
(maleamid ve anhidrit C=0), asilanmis kopolimer ile ODA-MMT arasindaki amid

baglanmasi hakkinda bilgi verir.

Laktik asitin matriks kopolimeri Uzerine lamellerarasi asilama derecesi kullanilan
kopolimerin molekldl agirhdgina bagli olarak goézlenilen oranda deg@ismektedir. Ayni
kosullarda farkli molekul agirliklara (M) sahip matriks kopolimerleri kullanarak
sentezlenmis kopolimer-g-PLA/ODA-MMT nanokompositlerin NMR spektrumlarindan
(Sekil 4.5) gérundugu gibi laktik asit birimlerinine ait CH or CH3 grublarinin siddeti ve pik
alani kopolimerin M, degerlerinin azalmasiya gozlenen derecede artmaktadir. Bundan
dolay! nisbeten dusik M, degerlerinde in situ proseslerin; fazlararasi iletisimlerin (H-

bagdi, agilama ve amidlesme) daha kolay gerceklesmektedir.
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4.1.2. Fiziksel yapilarin (XRD) analizleri

Sentezlenen nanokompozitlerin ve saf organik kilin (ODA-MMT) fiziksel yapilarinin XRD
analizleri asagidaki spektrumlarda goOsteriimis ve karsilastirmali analiz sonuglari

aciklanmistir.

Poli(MA-alt-MVE) / ODA-MMT (=) Amorf faz
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Sekil 4.6. Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT(M,:960.000) (%3) Dioksan ortaminda

sentezlenen nanokompozitin XRD spektrumu.
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Sekil 4.7. Saf ODA-MMT organokilin XRD spektrumu.

Sekil 4.6 ve 4.7'deki XRD spektrumlarinin karsilastirmali analiziden gérundigu gibi saf
organik kilin XRD spektrumundaki 26'nin 8.15 ve 11.0 degerlerine uygun gelen ve
tabakall kristalin yapilara ait piklerin (tabakalararasi masefe d = 10.96 ve 7.95 A)
nanokompozitin XDR spektrumda (Sekil 4.6) tamamen yok oldugu gdzlenilmigtir. Bu
durum amorf yapiya sahip asilanmis matriks kopolimerinin tabakalar arasinda tam
dagihmini gostermektedir. Spektrumdaki 1.pikin yok olmasi tabakalar arasinda
gercgeklesen in situ proseslerin gerceklestigini, 2.pikin yok olmasi ise tabakalar yuzeyine
var olan Si-OH grublarinin kopolimerin anhidrid/asit gruplariyla reaksiyona tabi
tutulduklarini goésreten dnemli unsurlardir. Ayrica nanokompozitin yari-kristalin yapiya
gecisi ve az miktarda (3.2 %) organik kil kullaniimasina ragmen tabakalarin siddetli
kristalin piklerinin (26'nin 1-4 arali@ degerlerine) varligi incelenen nanokompozitte

nanoyapilarin olusumunu tespit etmektedir.

70



04 ) Poly(MA-alt- MVE) /JODA-MMT (a)
‘TE‘ 15_V \ Nanohyhrid-1
=
104 WM
ol 1 _on_
- Poly(MA-alt-MVE) -g-LA)ODA-MMT (b)
™ , Nanohybrid-2
E 151y o
=] ¥
g i
gm-
Y N N || R R
2 10 20 ey 30 0 50
28 (°) ¥
Pohy{MA-alt- MVE)/ODA-MMT {c}
# 204 Nanohybrid-3 |\
‘5’15-\ | A
§,1El— W s PR
x : '
‘-"""D —_— . I. — .Ill_rll___l_ ,'. ,l.. : .I.Ii .
2z 10 20 29 (q.} 30 40 S0
PobyiMA-alt- MyE) ODA-MMT (d)
20- Manohybrid-4 |
gm_w. ]ll
gm- ' Mﬁiﬂ“’
= - ' Sovie
g s
EI — ~I| — T IIIIFI. ‘II rIl . i -Iullq .
2 10 20 30 40 50
26(")

Sekil 4.8. Cesitli yontemlerle sentezlenmis Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT  bazli
nanokompozitlerin genel(A) ve 20 = 2-10 (B) XRD spektrumu: (a) Poli(MA-alt-
MVE)/ODA-MMT-- nanohibrit-1 (M, = 1.130.000, ortam-dioksan), (b) Poli(MA-alt-
MVE)/ODA-MMT-- nanohibrit-2 (M, = 1.130.000, ortam-LA), (c) Poli(MA-alt-MVE)/ODA-
MMT--nanohibrit-3 (M, = 960.000, fosfat tamponu ortami, pH 7.4) ve (d) Poli(MA-alt-
MVE)/ODA-MMT—nanohibrit -4 (M, = 80.000, fosfat tamponu ortami, pH 7.4).
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Sekil 4.9. Poli(MA-alt-MVE) (M, = 80.000 g/mol)-g-PLA/ODA-MMT nanokompozitin
XRD spektrumu. Bu spektrum CuK, ve Ni filtresi ile donatilmis (L = 1.5406 A) PAN-
ANALYTICAL EMPYREAN X-ray difraktometer cihazi kullanilarak yapilmigtir.

Sekil 4.8 ve 4.9daki XRD spektrumlari interlameller asilama reaksiyonlarinin
kosullarina (1,4-dioksan ve temiz su ortami) ve kullanilan kopolimerlerin M,, degerlerine
bagli olarak gozlenen derecede degistigi gozlenmigtir. Dioksan ortamina sentezlenen
nanokompozit su ortamina elde edilen nanokompozitlere nisbeten daha etkin
tabakarararasi dagiima sahip oldugu goérinmektedir. Su ortamina sentezlenen

nankompozitler kismen sisme Ozelliklerinden dolayi daha buyuk partikuller olugturabilir.
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4.1.3. Yuzey ve i¢ morfoloji (SEM ve TEM ) analizleri

4.1.3.1. SEM analizleri

Cesitli reaksiyon kosullarinda ve ODA-MMT esliginde gercgeklestiriimis laktik asitin
Poli(MA-alt-MVE) Uzerine asi(graft) polimerizasyonu ydntemiyle sentezlenmis silikat
tabakali kopolimer nanokompozitlerin SEM ylzey morfoloji goruntuleri asagidaki sekil

4.10 gosterilmistir.

Sekil 4.10. Poli(MA-alt-MVE) (M, = 80.000 g/mol)-g-PLA/ODA-MMT nanokompozitin
SEM mikrografi: gérintt boyutu: (A) 1 ym, (B) 2 um ve (C) 10 ym.

Sekil 4.10’daki oktadesil amin-MMT(ODA-MMT) kilin esliginde alternatif kopolimer
uzerine asilanmigs PLA nanokompozitinin c¢esitli boyutlarda yapilmis SEM ylzey
morfoloji goruntlileri bu nanosistem’de mikron olgekdeki partiklllerin iyi dagilimini

gOstermektedir.
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4.1.3.2. Tem Analizleri

Cesitli reaksiyon kosullarinda ve ODA-MMT esliginde gergeklestiriimis laktik asitin

Poli(MA-alt-MVE) Uzerin interlameller asilama kopolimerizasyonu yontemiyle

sentezlenmis silikat tabakali kopolimer nanokompozitlerin TEM i¢ morfoloji gériuntileri

asagidaki sekil 4.11- 13’te gosterilmigtir.

b——— 100 nm L — 1L 1]

[——TT

Sekil 4.11. Poli(MA-alt-MVE)(M, = 1.130.000 g/mol)-g-PLA/ODA-MMT nanokompo-
zitinin gesitli boyutlarda olusan nanoyapilarin TEM i¢ morfoloji goriuntileri ve silikat

tabakalarin dagilimi.
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Gorundugu gibi (Sekil 4.11) kopolimer-g-PLA  makromolekdilerinin  ODA-MMT kil
tabakalari arasina nufizu (interkalasyon) ve silikat tabakalarinin énemli dl¢gtide dagilimi

(yapraklanmasi-exfoliation) gdézlenmistir.

Sekil 4.12. Poli(MA-alt-MVE)(M,, = 80.000 g/mol)-g-PLA/ODA-MMT nanokompozitinin
100 nm Olgekte olusan nanoyapilarin TEM i¢ morfoloji goruntileri ve silikat tabakalarin

dagihimi. Sonikasyon suresi 10 dak ve reaksiyon karisimindaki LA monomerinin miktari
10 ml.
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Sekil 4.13. Poli(MA-alt-MVE)(M, = 80.000 g/mol)-g-PLA/ ODA-MMT nanokom- pozitinin
250 nm O&lgekte olusan "core-shell" morfoloji yapilarin TEM i¢ morfoloji géruntdleri ve
dagihimi. Sonikasyon suresi 30 dak ve reaksiyon karisimindaki LA monomerinin miktari
20 ml.

Sekil 4.11-13'teki TEM gorintilerinin karsilastiriimasi sonucu matriks kopolimerinin
molekuler agirliklarinin, reaksiyon kosullarinin (LA miktar1) ve sonikasyon suresinin i¢
morfoloji yapilarini ve silikat tabakalarinin dagilimini 6nemi derecede etkilemektedir. En
iyi dagihm molekul agirliklari daha disuk olan kopolimerlerde (Sekil 4.12 ve 4.13)
gOzlenmigtir.Ayrica reaksiyon karigimindaki LA monomerinin daha ¢ok miktarinda ve
sonikasyon suresinin daha fazla oldugu deney kosullarinda “core shell” morfoloji
yapilarinin  olustugu goérulmektedir.Sekil 4.13’deki yapilarda farkli  morfolojinin
(yapraklanmis yapi) olusumunu PLA zincirlerinin disik miktarda olmasi ve silikat
tabakalarinin kaplanmasina yeterli derecede saglamayacagi nedeniyle agiklanabilir.
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4.1.4. Termal davraniglari (DSC ve TGA-DTG)

Sentezlenen kopolimerlerin, terpolimerlerin, nanokompozitlerin ve organo-MMT
silikatinin 1sisal davraniglari [camsiI gegis sicakligi (Tg), erime noktasi (Tm),
kristallenme sicakligi (Tc), bozunma sicakhgi (Td), isisal bozunmada kutle kaybi (AW),
erime entalpisi (AHm) ve kristallenme entalpisi (AHc)] TGA-DTG ve DSC termal analiz
metotlar ile tayin edilmis ve fonksiyonel polimerlerin “igerigi—yapisi—isisal davranigi”

iligkileri incelenmistir.

DSC (mW) —3 Heating
0+ — Cooling
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Sekil 4.14. Poli(MA-alt-MVE)(M, = 1.960 x 10° g/mol)/ODA-MMT nanokompozitin

(Dioksan ortaminda) DSC egrileri: Erime (Tm) ve kristallesme (Tc) sicakligi isitma ve
sogutma sartlrtinda (5°C/dak hizinda) azot atmosferinde yapilmistir.
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Sekil 4.15 Poli(MA-alt-MVE)(M, = 1.960.000 g/mol) / ODA-MMT nanokompozitin
(dioksan ortaminda) TGA-DTG egrileri. Isitma hizi 10°C/dak azot atmosferinde.

4.2. Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT Nanokompozitine Ait Antimikrobsal ve
Antitiiméral Etkilerin incelenmesi

4.2.1. Antimikropsal etkinin aragtiriimasi

Farkli molekdl agirhigina sahip saf kopolimerler, organo silikat ODA-MMT ve sentezlenen
MA-alt-MVE/ODA-MMT nanokompozitin antimikropsal aktivite testi, disk difuzyon metodu
ile yapilarak ve 24 saatlik inkiibasyon sonucu gergeklestirildi.

Polilaktik asit(PLA) ortaminda hazirlanan farkli molekal agirligindaki poli(maleik anhidrit-
alt —metil vinil eter) kopolimerin molekuler agirligi (M,) arttikga antimikropsal 6zelliginin
arttigi goruldu (Sekil 4.16). Bu sonucun sayisal degerleri gz 6nitne alindiginda en
dusuk molekller agirliktaki kopolimer olusan zon 1.8 cm iken, en ylksek molekuler
agirliktaki zon gapi 2.7 olarak hesaplandi(Sekil 4.17).
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Sekil 4.16. Staphylococcus aureus uzerine antimikropsal aktivite testi (a) Farkli molekal
agirhgindaki  saf  kopolimerler (b)ODA-MMT, (c) Kopolimer-g-PLA/ODA-MMT

nanokompozit yapl.
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Sekil 4.17. Farkli molekdl agirhigindaki Poli(MA-alt-MVE) kopolimerlerinin Staphylo-

coccus aureus ortaminda olusan antimikropsal etkisi.
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Sekil 4.18. Farkli molekdl agirhigindaki poli(MA-alt-MVE) kopolimerlerinin

Staphylococcus aureus Uzerine antimikropsal aktivite testi.(PBS ortami, pH:7,4)
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Sekil 4.19. Farkh molekul agirhgindaki poli(MA-alt-MVE) kopolimerlerinin Staphylo-

coccus aureus Uzerine antimikropsal etkisi. (PBS ortami, pH:7,4)



Fosfat tamponu ortaminda hazirlanan farkh molekul agirhgindaki poli(maleik anhidrit-alt
—metil vinil eter) kopolimerin antimikropsal zon g¢alismalarinda ise benzer sonuglar diger
bir deyisle molekuler agirligi (my,) arttikga antimikropsal 6zelliginin arttigr gorulda (Sekil
4.18). Bu calismada da sayisal de@erler dikkate alindiginda en duasik molekiler
agirliktaki kopolimer olusan zon 1.5 mm iken, en yuksek molekuler agirliktaki zon ¢api
5.5 mm olarak hesaplandi(Sekil 4.19). Bu ise, bilindigi gibi organik ¢ézucu olan PLA'nin,

fosfat tamponuna gére daha fazla antimikropsal etkiye sahip oldugunu goéstermektedir.

4.2.2. Antitumoral etkinin arastirilmasi

Fosfat tamponu ortaminda sentezlenen Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT
nanokompozitlerinin, WST-1 metodu kullanilarak MCF7 hucre hatti Uzerindeki sitotoksit
etkisi incelenmistir ve absorbans yogdunluk degerlerinin ELISA plate (zerinde

okunmasiyla sekil 4.20’deki grafik gézlenmistir:
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ﬁ1DD 2 = I OKontrol
% 80 06,25 pg/mL
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Sekil 4.20. Fosfat tamponunda (pH:7.4) hazirlanan Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT
nanokompozitlerin farkli konsantrasyonlarda MCF-7 kanser hicre hatti Gzerindeki
sitotoksik etkisi. (n=3)
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Yapilan sitotoksisite ¢alismalarina gére % hucre canhlik oranlari kompozit miktar 6.25
pg/mL iken %97+2.7; 12.5 pyg/mL iken %93+3.2; 25 pg/mL iken % 84+2.1; 50 pg/mL
iken %79+3.2; 100 pg/mL iken %68%2.7 ve 200 pg/mL iken %58%3.5 bulundu ve

kompozit miktari arttikga hicreler Uzerine sitotoksisitesinin de arttig1 saptandi.

4.3. MA-alt-MVE/ODA-MMT Nanokompozite Lakkaz Iimmobilizasyonu ve

Optimizasyon Galigsmalarinin incelenmesi

Yapilan on denemelerde lakkaz enziminin, sentezlenen Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT
nanokompozit yapisina daha ¢ok baglanmasindan dolayi fiziksel adsorbsiyon yontemi
ile immobilize edilmeye caligildi. Kovalent ve fiziksel yontemle lakkazin kompozite
baglanma durumu uv-visible spektrometre (Schimadzu 1240) ile dlcllerek karsilastirildi.
Deney sartlari her iki yontemde pH:5,0, 30 dakika sire ve 37°C sicaklikta
gerceklestirildi. Fiziksel baglanmada nanokompozit ve enzim dogrudan etkilesime
sokulurken, kovalent baglanma yonteminde nanokompozit 6nce EDAC ile etkilestirilerek
enzim ilavesi yapildi. her iki yontem iginde sabit tutulmustur ve reaksiyon sonunda her
iki ydontemde de immobilize yapilar santrifij (7000 rpm ve 15 dk.) edilerek ¢oktlraldi.
Supernatant drnekleri UV- visible spektrometrede 280nm’de asetat tamponuna karsi
O.D. degerlerine bakildl. Fiziksel yodntemle yapilan immobilizasyonda, kimyasal
baglanma yontemine gbre enzimin kompozite baglanmasi % 34,5 fazla bulundu. Bu
yuzden immobilizasyon c¢aligsmalarimizda fiziksel baglanma ydntemi tercih edildi.
Fiziksel ve kovalent baglanma yontemleriyle baglanan lakkaz miktarlarinin verileri

Cizelge 4.1’de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Fiziksel ve kovalent baglanma yontemlerinde lakkaz immobilizasyonu

immobilizasyon | Immobilizasyon | Immobilizasyon | mg lakkaz/ |immobilizasyon
Verimliligi | ncesi 0.D.,s50,m | sonrasi 0.D.gonm | g kOmpozit
Baglanma (Co) ©) Q) %
Yoéntemi
Kovalent 0,580 0,375 328 65.5
Fiziksel 0,720 0,407 500,8 100

4.3.1. Lakkaz kalibrasyon egrisi

Lakkaz kalibrasyon egrisini yontemde belirtildigi sekilde yapildi Lakkaz derisimlerine

karsilik gelen O.D. degerleri sekil 4.21°de verildi. Sekilde de goruldi
egrisi R?; 0.9963 olarak dogrulukta bulundu.

gu gibi kalibrasyon
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Sekil 4.21. Lakkaz Kalibrasyon Egrisi
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4.3.2. immobilizasyon kosullarina pH etkisi

Sekil 4.22’de MA-alt-MVE/ODA-MMT nanokompozitlere lakkaz immobilizasyonuna
pH’nin etkisi veridi. MA-alt-MVE/ODA-MMT nanokompozitinin en ylksek lakkaz
baglama kapasitesi pH 4.5 degerinde; 442,717 mg lakkaz/g olarak bulundu.
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Sekil 4.22. Lakkaz immobilizasyonuna pH etkisi. MA-alt-MVE/ODA-MMT nanokompozit
derisimi: 0.0025 mg/ml; Baglangig lakkaz derisimi:0.025 mg/ml inkiibasyon zamani: 30
dk; Sicaklik: 25 °C

Daha asidik ve bazik pH degerlerinde lakkaz adsorpsiyon kapasitesi azalmigtir. Sulu
¢ozeltilerden proteinlerin maksimum adsorpsiyonlarinin genellikle net yuk tagimadiklar
pH degderlerinde (izoelektrik nokta) gdzlendigi bilindiginden bu beklenen bir sonugtur.
Nanokompozite lakkaz immobilizasyonu kosullarinda gézlenen(Sekil 4.22) optimum pH
4.5 degeri literatirdeki bircok calisma ile desteklenmektedir. Shleev ve arkadaslari,
lakkazin genel olarak pH 3.0 ile 5.2 arasinda lakkazin optimum aktif degeri gdsterdigini
belirlemislerdir(Shleev et al.,2004). Dodor ve arkadaslari, Trametes versicolor'dan elde

edilen lakkazi kaolinit Gzerine immobilize etmisler, immobilizasyon islemi igin optimum
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pH’yi 4.5 olarak belirlemislerdir (Dodor et al.,2004). Zawisza ve arkadaslari, Cerrena
unicolor'dan elde edilen lakkazi altin elektrotlar Gzerine biriktirilen terametoksilan’dan
olusturulan ince hidrofilik silika jelde mikrokapstlleme yontemi ile immobilize etmislerdir.
immobilize enzimin maksimum performans gosterdigi pH araligini 4.2 — 5.2 bulmuslardir
(Zawisza et al.,2006).

4.3.3. immobilizasyon kosullarina baslangi¢ lakkaz konsantrasyonu etkisi

Lakkaz baslangic derisiminin lakkaz adsorpsiyonuna etkisi Sekil 4.23'te verilmistir. Bu
bélimde adsorpsiyon izoterminin incelenmesi amaglanmistir. Sekilden goéraldugu gibi,
cOzeltideki lakkaz derisiminin artmasiyla, MA-alt-MVE/ODA-MMT nanokompoziti tarafindan
birim kutle basina adsorplanan lakkaz miktari ¢alisilan kesikli sistemde 0.025 mg/mL den
dusuk derigsimlerde artmis, daha sonra dengeye ulasildi. Bu immobilizasyon surecinde
beklenen bir durumdur. Derigimin artmasi ile immobilizasyon igin srtcl kuvvet olan derigim
farki (AC) artmaktadir. Suructu kuvvetin artmasi ile immobilizasyon kapasitesinde de artis

gbzlenmektedir.
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Sekil 4.23. Lakkaz baslangi¢ derisiminin adsorplanan lakkaz miktarina etkisi. MA-alt-
MVE/ODA-MMT nanokompozit konsantrasyonu= 0.0025mg/ml; pH: 4.5; Sicaklik: 25 °C,

inkiibasyon zamani:30 dk
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4.3.4. immobilizasyon Kosullarina Sicaklik Etkisi

MA-alt-MVE/ODA-MMT nanokompozite adsorplanan maksimum lakkaz miktari 37°C’de
337,59 mg lakkaz/g olarak bulundu. Dusuk sicaklikta (+4°C) gbzlenen lakkaz adsorpsiyonu
105,12 mg lakkaz/g iken, 60°C’da bu deger 56.26 mg/g olarak gozlendi.
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Sekil 4.24. Sicakhdin adsorplanan lakkaz miktarina etkisi. (MA-alt-MVE/ODA-MMT
nanokompozit konsantrasyonu 0,0025 mg/ml; Baslangi¢ lakkaz derigsimi 0.025 mg/mL; pH:
4.5; inkiibasyon zamani 30 dakika)

Sekil 4.24'te goruldiigi gibi literatiir tarafindan desteklenen optimum sicaklik 37°C civarinda
bulundu. Duran ve arkadaslari, Trametes versicolor susundan elde ettikleri lakkaz
formlarini, atik sulardaki zeytin yaglarinin aritimda etkisini inceledikleri bir galismada
optimum sicakligi 40°C dolaylarinda oldugunu bulmuslardir (Duran et al, 2007). Zelic ve
arkadaslarinin yaptigi bir calismada ise Trametes versicolor kokenli lakkazi, aritim amacli

kullanmayi inceleyerek optimum sicakligin 35°C oldugunubelirtmislerdir(Zelic et al, 2009).
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4.3.5. immobilizasyon kosullarina temas siiresinin etkisi

MA-alt-MVE/ODA-MMT nanokompozite adsorplanan maksimum lakkaz miktari 60. dakikada
420.5mg lakkaz/g olarak bulundu. 60. dakikadan Oncesinde ve sonrasinda adsorplanan
lakkaz miktari maksimum degere ulasmigken, kisa surede (5. ve 10.dakikada) gozlenen
lakkaz adsorpsiyonu sirasiyla 145.1 mg lakkaz/g ve 146.5 mg lakkaz/g gézlenmistir. Ayrica
60. dakikadan daha uzun surelerde ise dusus gozlendi. 120.dakikada lakkaz adsorpsiyonu

ise 253,19 mg lakkaz/g olarak hesaplandi.
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Sekil 4.25. Temas suresinin adsorplanan lakkaz miktarina etkisi. (MA-alt-MVE/ODA-MMT
nanokompozit konsantrasyonu= 0,0025 mg/ml; Baslangi¢ lakkaz derigimi 0.025 mg/mL; pH:
4.5; Sicaklik:37 °C)

4.3.6. Serbest ve immobilize enzimin aktivitesinin tayini

4.3.6.1. Serbest enzimin aktivitesinin tayini

Reaksiyon tuplerindeki absorbans (optik dansite) degismelerinin 465 nm dalga boyuna
ayarlanmis spektrofotometrede kontrole karsi okunmasiyla enzim aktivitesi 3,86 IU/ml

olarak bulunmustur.
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4.3.6.2. Immobilize enzim aktivitesinin tayini

immobilize enzimle reaksiyon tiiplindeki absorbans degerleri 465 nm dalga boyunda
dlgllerek enzim aktivitesi 5,56 IU/ml olarak bulundu. immobilize enzimin aktivitesinin

serbest enzime kiyasla yuksek olmasi beklenen bir durumdur.

4.4. Serbest ve immobilize Enzim ile “Reactive Red 5” Boyar Madde Renk Gideriminin

ve Optimizasyon Galismalarinin incelenmesi

4.4.1. “Reactive Red 5” boyar madde kalibrasyonu

‘Reactive Red 5" boyar madde kalibrasyon c¢alismalarinda UV-Goérunir Alan
spektrofotometresinde Anax: 545 nm’deki absorbans degerleri dikkate alinarak “kalibrasyon

grafigi” olusturulmustur. Kalibrasyon grafigi ve kalibrasyon dogru denklemi, Sekil 4.26’da

gosterildi. Kalibrasyon egrisinin cikartiimasinda R? (0,9969) degeri oldukga anlamli bulundu.

1.4

' y=24,138x+ 00,0466
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Sekil 4.26. Reactive Red 5 Boyar Maddesinin Kalibrasyon Edrisi
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4.4.2. “Reactive Red 5” boyar madde renk giderimi tizerine ortam pH’nin etkisi

Serbest ve immobilize lakkazin “Reactive Red 5” boyar madde renk giderimine pH’in etkisi
denemelerinde pH araligi genis tutuldu ve 1.0 ve 7.4 arasinda(pH 1-2 i¢in KCI-HCI
tamponu, pH 3,5-5.5 igin 0.1 M sodyum asetat tamponu, pH 6.0-7.4 icin 0.1 M fosfat

tamponu) degistirilerek veriler Sekil 4.27°de sunuldu.
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Sekil.4.27. Reaktif red 5 boyarmadde renk giderimine ortam pH’nin etkisi

Sekil 4.27°den da goruldugu gibi, maksimum % boya renk giderimi serbest lakkaz i¢in hem
de immobilize lakkaz i¢in pH: 5.0 degerinde goézlendi. Optimum pH degerlerinde gdzlenen
en yuksek boyarmadde giderimi serbest lakkazda % 65.51 ve immobilize lakkazda ise
%74.13 olarak bulundu.

Immobilizasyon islemi ile reaktive red 5in renk giderimi ¢6zeltinin artan pH degerinin
olumsuz etki yaptigi goéruldugunden pH 5.0 degerinden itibaren pH degeri artikca
biyosorpsiyon miktarinda onemli bir azalma kaydedildi. Bu durum alkali kosullarda da
devam ederek pH 7,0 ve pH 7,4te ¢ok duslUk oranda renk giderimi gbzlenmesi ile
sonuglandi. Mikroorganizmalarin boyar madde renk giderimi etkinliginin artan pH degeri ile

onemli olgude azaldigi diger arastiricilar tarafindan da go6zlenmistir (Bayramoglu,2006;
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Mishra ve Tripathy,1993; Seshadri,1994). Bu durum, ¢ozeltinin pH degerinin artmasiyla
birlikte artan hidroksil iyon konsantrasyonu ile enzim Gzerindeki aktif bolgelerin negatif ylkle
yuklenmesi ve dolayisiyla boyarmadde molekulleri ile elektrostatik etkilesimin olumsuz

etkilenmesi ile aciklanabilir.

Optimizasyon g¢alismasi sonucunda bulunan ph degeri literatlr ile de desteklenmektedir.
Daha 6nceden de bir ¢gok arastirmaci immobilize lakkazin boyarmadde renk gideriminde
yada bazi fenoliklerin klor baglarini kirmak icin kullanildi§i ¢calismalarda optimum pH’1 5.0
olarak bulmusglardir(Arcand and Archibald, 1991; Taspinar ve Kolankaya, 1998).
Inbathamizh L. ve arkadaslari, Reaktif Blue HFRL renk giderimi igin Pleurotus ostreatus
mantarindan elde edilen lakkazi kullanmiglardir ve 4 ile 8 arasinda degisen pH
parametrelerinde calismiglardir. Reaktif boyanin renk giderimi en ylksek oranda pH:5.0
degerinde bulmuslardir (Inbathamizh et al, 2012). Plou ve ark. Myceliophthora thermophila
‘dan elde edilen lakkazi kovalent olarak polimetakrilat polimer bazli boncuklara immobilize
etmislerdir ve 6 sentetik boyanin renk giderimini incelemiglerdir.Optimizasyon calismalari
sonucunda pH'In 3 ile 5 arasinda oldugu degerlerde en yuksek oranda boya giderimi

gerceklestigini belirtmislerdir (Plou et al, 2007).

4.4.3. “Reactive Red 5” boyar madde renk giderimi Uzerine baslangi¢ boyar madde

konsantrasyonu etkisi

Baslangi¢ boyarmadde konsantrasyonu, sulu ve kati faz arasindaki butiin molekullerin kutle
transfer direnclerini yenmek icin etkinlestirici bir guictiir (Ozer et al., 1999, Dénmez ve Aksu ,
2002; Shukla,2002 ). Sulu ortamdaki kirleticilerin baslangi¢ konsantrasyonu, sulu ve kati faz
arasindaki boyanin kitle transfer direncini yenmek igin, dinamik gi¢ saglamasi bakimindan
onemli bir parametredir.

Serbest ve immobilize lakkazin boya renk giderimine baslangic boyar madde
konsantrasyonun etkisi denemelerinde boyar madde konsantrasyon arahd: 0,01-0,1 mg/l
arahginda degistiriimis ve sonuglar Sekil 4.28'de sunuldu. Sekilden de gdéruldagu gibi,
maksimum % boyar madde renk giderimi etkinligi, serbest lakkaz i¢in 0,025 mg/L iken,

immobilize lakkaz icin ise 0,05 mg/L konsantrasyon degerinde gozlemlendi. Bu degerlerde
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gOzlenen en yuksek % boyar madde giderimi etkinligi serbest enzim igin %70.03 iken,

immobilize enzim igcin % 75.85 gozlendi.

co
Q

[ I
o o
|

N

== immobilize enzim

== serbest enzim

w
Q

=N
o O

Renk Giderimi (%)
ne

o

0] 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Boyar Madde Konsantrasyon(mg/L)

Sekil 4.28. Reaktif red 5 boyar madde giderimine baslangi¢ boyar madde konsantrasyonun
etkisi

Baslangi¢c boyar madde konsantrasyonunun belli bir noktaya artmasi ile boyar madde renk
giderim miktarinda da bir artig kaydedilmistir. Belli bir degerden sonra ise boyar madde renk
giderimde ortalama olarak %10 kadar bir disus gozlenmigtir. Literatirde de artan boyar
madde konsantrasyonu ile belirli bir dedere kadar boyarmadde gideriminin arttig
bildirilmistir (Kumar et al,2006; Bakshi et al.1999). Kumar ve ark., (2006) bu durum
enzimlerin hizli bir sekilde ylzeysel biyosorpsiyonu gergeklesir ve bu nedenle
boyarmaddenin enzim yuzeyinde tutulabilecedi etkin ylzeylerin hizla dolmasi ile

aciklanabilir .
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4.4.4. “Reactive Red 5” boyar madde renk giderimi lizerine ortam sicakhiginin etkisi

Serbest ve immobilize lakkazin boya renk giderimine sicakligin etkisi denemelerinde
sicakhk araligi 4 ve 60 °C arasinda degistiriimis ve sonuglar Sekil 4.29'da sunuldu.
Sekilden de goéruldigu gibi, maksimum % boya renk giderimi etkinligi hem serbest lakkaz
hem de immobilize lakkaz igin 20°C degderinde gbzlemlenmistir. Optimum sicaklikta
goOzlenen renk giderimi serbest lakkaz igin % 69.96 iken immobilize lakkaz i¢in % 72.97

olarak gozlemlendi.
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Sekil 4.29. Reaktif Red 5 boyar madde renk giderimine ortam sicakhgdinin etkisi

Butun kimyasal tepkimelerde oldugu gibi enzimatik tepkimelerde de tepkime hizi sicaklikla
artar. Ancak yuksek sicakliklara ¢ikildiginda enzim yapisinda meydana gelen denatlrasyon
nedeni ile aktiflikte diisis gdézlenir (Tekman ve Oner,1994). Sicaklk arttikga enzim
molekulinin énce tersiyer yapisi, sonra sekonder yapisi (alfa sarmal yapisi) bozulur. Bu

olaylardan enzimin aktif merkezi de etkilenir ve enzim aktifligini yitirir (Mosbach,1976).

Unal ve ark. yaptigi bir ¢alis bazi fenoliklerin klor giderimi ile ilgili yapti§i bir calismada
Trametes versicolordan elde dilen lakkaz kullaniimigtir ve optimum sicakligi 25 °C olarak
bulmuslardir (Unal ve ark.,2011). 20 °C gibi yiksek olmayan bir sicaklikta elde edilen
optimum renk giderimi yluzdesi cevresel uygulamalar igin umut verici olarak

degerlendiriimektedir. Yuksek sicakliklarda elde edilen yluksek biyosorpsiyon degerlerinin
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uygulanabilirligi maliyet agisindan bir sinirlama ile kargi karsiyadir. Bu nedenle gevresel
uygulamalarda endustrinin kosullari da g6z 6nunde bulundurularak, ilave bir i1sitma-sogutma
surecine bagimh olamayan aritim teknolojileri 6ne g¢ikmaktadir. Bu nedenle Poli(MA-alt-
MVE)/ODA-MMT nanokompozitine immobilize lakkaz ile yapilan optimizasyon sonucu
gbzlenen 20 °C, maliyeti disilik endUstriyel uygulamalar igin umut verici olarak

degerlendirilebilinir.

4.4.5. “Reactive Red 5” boyar madde renk giderimine temas siiresinin etkisi

Reaktif madde renk giderimi c¢alismalarinda onemli bir parametrede temas suresidir.
Serbest ve immobilize lakkazin boyar madde renk giderimine temaz suresinin etkisi
denemelerinde sure araligi 0 ve 120 dakika arasinda degistiriimis ve sonuglar Sekil
4.30'da sunuldu. Sekilde goérildigu gibi, maksimum % boya renk giderimi etkinliginde
serbest lakkaz 120. dakika optimum degere ulasirken, immobilize lakkaz da ise 90.dakikada
g6zlemlendi. immobilize enzim igin 90. dakikadan sonra renk giderimi oraninda énemli bir
degisim kaydedilmedi. Ancak serbest lakkaz igin renk giderimi oraninda %10’a yakin bir

dusus saptandi.
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Sekil 4.30. Reaktif red 5 boyar madde renk giderimine temas suresinin etkisi
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Sekil 4.30°dan da gorulebilecegi gibi, 240 dakika boyunca belli araliklarla 6érnekler alinarak
yapilan olgumler sonucunda 0. dakikadan sonra 6nemli bir degisimin olmadigi saptandi.
Deneysel surecin ilk 90 dakikasinda immobilize enzimde bulunan ve “Reactive Red 5” igin
aktif baglanma bolgeleri olarak gorev yapabilecek bolgeler tamamen kaplanmaktadir. Bu
nedenle 90. dakikadan sonra boyarmadde ile temasa devam edilse bile aktif bolgelerde
baglanabilecek bir bolge olmadigindan sonu¢ degismemektedir. Literaturde farkli boya ve
boyarmaddelerin biyosorpsiyonu icin farkl biyosorbentlerin kullanimlari sonucunda farkl

surelerde dengeye ulasildigi gorilmektedir (Tunali, 2009; Colak, 2009; Zhang, 2009).

4.4.6. Serbest ve immobilize enzimin depo kararliligi

Enzim immobilizasyonundaki en dnemli parametrelerden biri de immobilize edilmis enzimin
depolama karalihgidir. Hem serbest hemde immobilize lakkaz pH 4.5'da, sodyum asetat
tamponu (0,01 M) icerinde +4 °C da serbest ve immobilize lakkaz muhafaza edilerek dan
belirli zaman araliklarinda 0,05 g 6rnek alinarak Bolim 3.2.6.’de anlatilan ydnteme gore
boyar madde renk giderimi tayini yapildi. Tepkime siiresince, pH (4.5 ) ve sicaklik (25 °C)
sabit tutuldu. Depolama Kkararliliklarinin, depolama suresi ile degisimi Sekil 4.31de

gOsterilmigtir.

120
=4=—immobilize enzim
100 == serbest enzim
£ s0
= \
g 60
X 40 \
20
0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Depolanma Siiresi (glin)

Sekil 4.31. Depo kararlligi grafigi
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Serbest enzimle karsilastirildiginda immobilizasyonun, enzimi daha kararli bir pozisyonda
tuttugu kesinlikle gorilmektedir. Serbest enzimle yapilan 27 gunlik calisma sonunda
serbest enzimin baslangi¢ aktivitesinin % 330nU korudugu gdzlenirken. immobilize lakkaz
enziminin baglangi¢ aktivitesinin % 65’ini korudugu gdzlendi. Bu sonuglar immobilize

lakkaz enziminin aktivitesinin serbest lakkaza kiyasla iki kat korudugunu gostermektedir.

Konuyla ilgili daha énce yapilan ¢alismalarda da, immobilize lakkazin, serbest lakkazdan
daha kararl oldugu gérilmektedir. D’Annibale ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada
lakkaz, eupergite immobilize edilmis ve 2 ayda % 85 aktivitesini korurken 6 ay sonunda
aktivitesi % 53’e dusmustur (D’Annibale et al, 2000 ). Baska bir galismada D’Annibale ve
arkadaslari, 6 ayda % 17’ye disen serbest lakkaz aktivitesinin, kitosana immobilize
oldugunda % 60’a dustigld belirtmiglerdir (D’Annibale et al,1999). Dodor ve
arkadaslarinin yaptigi bir galismada, serbest lakkaz 4 ayda % 10 kadar bir aktivite kaybi
go6zlenirken, immobilize oldugunda aktivite kaybi gozlenmemistir (Dodor et al, 2004).
Quan ve arkadaslarinin yaptigi bir c¢alismada, lakkaz platin ylzeyine kovalent

baglandiginda 2 ayda aktivitesinin % 80ini korudugu goérulmustir (Quan et al, 2004).

4.4.7. Tekrar kullanilabilirlik

Bu calismada enzimler fiziksel adsorpsiyon yoluyla immobilize edilmis ve bu enzimlerin

tekrar kullanim sayisini incelemek amaciyla Bolum 3.2.6.da anlatilan % renk giderimi

Uzerinden aktiflik tayini deneyleri yapildi. immobilize lakkazin tekrar kullanilabilirligini

incelemek icin 3 glnde 10 kez tekrar kullanildi. Tepkime suiresince, pH (4.5) ve sicaklik

(25°C) sabit tutuldu.
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Sekil 4.32. immobilize lakkaz enziminin tekrar kullanilabilme durumu

immobilize enzimin 10 kez kullaniimasi sonucunda baslangic veriminin % 77.3’Uni
korundugu gozlendi (Sekil 4.31). Literatur ile karsilastirildiginda bulunan %77.3 degerinin
yuksek oldugu soylenebilir. PVA Uzerine immobilize lakkaz enzimin 10 kullanimdan sonra
aktifliginin %60’ 1n1 korudug@u belirtiimistir (Yinghui et al.,2002).
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5. SONUGLAR

Hizla artan dinya nifusu ve buna paralel olarak artan uretim ve tuketim sonucunda bu
iliskiye paralel olarak genis hacimde atik sulardan boya maddesinin uzaklastirilmasinda
etkin ve dusik maliyetli olan, biyosorpsiyon gibi alternatif aritma metodlarina ihtiyag
duyulmaktadir. Biyoteknolojinin tanimi goz onune alindiginda insanligin yararina ihtiyag
duyulan mal ve hizmetlerin Uretiminde ekonomik, kolay kullanilabilir ve tekrarlanilabilir
olmasinin énemi 6n plana ¢ikmakatadir. Ozellikle igerdigi kirleticiler bakimindan énem
tasiyan atiksularin buyuk bir gogunlugunun boyama iglemlerinden kaynaklanan tekstil
endustrisinin neden oldugu cevresel kirlilik; bu endustride kullaniimasi zorunlu olan
kimyasallar ve hammaddeler, prosesler, uygulanan teknolojiler ve olusan Grunler
agisindan degerlendirildiginde olduk¢ca karmasiktir (USEPA,1997,1998). Tekstil
boyalarini atik sulardan uzaklastirma c¢alismalari, son yillarda yogunlagsmis ve bu
amagla ¢ok cesitli teknikler geligtirilmistir. Uygulanan tekniklerin, ¢cevreye yeni atiklar
olusturmamasi ve maliyetlerinin duslUk olmasi igin yogun calismalarin yapilmasi

gereklidir.

Sulu ortamlardaki ve/veya atik sulardaki kirletici ajanlarin uzaklastiriimasi isleminde
basidiomycetes grubundan beyaz-curikcll odun mantarlari olarak bilinen funguslarin,
atik sulardaki inorganik veya organik Kkirlilikleri parcaladiklari ve bu atiklan
mikroorganizmalarinbuinyelerinde biriktirdigi rapor edilmigtir (Bayramoglu ve Arica,
2007). Bu biyolojik pargcalanma isleminde kompleks lignolitik enzimatik sistemler organik

molekulleri veya bilesikleri biyolojik yolla pargalamaktadirlar (Robles et al,2000).

Bu calismada, beyaz bir g¢urtkcul fungus olan Trametes versicolordan elde edilen
lakkaz Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanokompozitlere fiziksel adsorpsiyon yontemi ile
immobilize edildi ve sulu ortamlardan Reaktif red 5 boyar maddesinin
uzaklastirlmasinda kullanildi. Calismamiz (ic basamakta gerceklesti. ik basamakta
interkalasyon/yapraklanma ve interlameller asi(graft) kopolimerizasyonu metodlariyla
poli(MA-alt-MVE)-g-PLA/ODA-MMT ve poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanokompozitleri
sentezlenmistir. Ikinci basamakta ise sentezlenen nanokompozitlere Trametes

versicolordan elde edilen lakkaz enzimi immobilize edilmigtir ve son basamakta da
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poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanokompozitlere immobilize lakkazin boya aritimdaki

aktivitesi arastiriimistir.

1.Basamakta farkh ¢ozlculerde sentezlenen poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT

nanokompozitler gesitli yontemlerle analiz edilmistir ve su sonuglara ulagiimigtir:

Deney;polilaktik asit, dioksan ve biyolojik deneyler igin fosfat tamponu ortamlarinda
yapraklanma-absorpsiyon ve asi polimerizasyonu yontemleri ile ylzey katlari oktadesil
aminle modifiye edilen organik montmorillonit ODA-MMT esliginde cesitli reaksiyon
sartlarinda gercgeklestiriimigtir. Bilnen metodlardan farkl olarak, asilama yoluyla
poli(laktik asit) (PLA)'nin, ODA-MMT Uzerinden reaksiyona girmesi ve Katilitik etkiyle
organosilikatlarin alkil amonyum iyonlariyla etkilesime girerek asi kopolimerizasyonu
gerceklesmistir. PLA disinda farkh ¢éziculerde kullanilarak (dioksan ve fosfat tamponu)
iyi dagihm morfolojisi olan ¢ok iyi yapraklanmig(dokulen) kopolimer/silikat tabakal
nanohibrit sistemler sentezlenmistir.
Bulgularda gosterilen Sekiller-Cizelgelerde goruldugu gibi, farkh molekul agirhigindaki
fonksiyonel  kopolimerlerin  ve  organo-silikatlarin  (yuzey = modifiye  edilmis
montmorillonitler ODA-MMT) esliginde interlameller agilama polimerlesmesinden elde
edilen nanokompozit hibridlerin yapi-6zellikleri iligkileri FTIR ve NMR spektroskopisi,
termal (DSC, TGA-DTG), X-ray diffraksiyon (XRD) ve SEM-TEM morfoloji analiz
yontemleri kullanarak incelenmistir.
Tezin bu bolimunde elde edilen sonuglarin genel agiklamalari:

€) interkalasyon/yapraklanma ve interlameller asi(graft) kopolimerizasyonu
yontemleriyle sentezlenme reaksiyonlarinda karboksil gruplari igeren polimer zincirlerin
silikat galerileri arasina nifuzu anhidrit gruplarinin silikat tabakalarinin ylzeyinde
bulunan alkilaminle hidrojen bagi olusturmasi ile gergeklestigini tespit eden faktorleri
(FTIR ve XRD analiz sonuglari) dikkate alarak bu reaksiyonlarin nano-yapi olusumunu
da iceren genel mekanizmasi verilmistir.

(b) Sentezlenen nanokompozitlerin yapi—0zellikleri iligkileri FTIR spektroskopi,
TGA-DSC ve XRD spektrogonimetri ve SEM-TEM ylzey- ve i¢-morfoloji analiz

yontemleriyle incelenmigtir. Farkl ¢oézuculer kullanilarak sentezlenen nanokompozitlerin
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kimyasal ve fiziksel yapilari ve Ozellikleri (isisal davraniglari ve ylzey morfolojisi)
kargilastirmali incelenmigtir. Nanokompozitlerin organo-MMT silikatinin dusik oranda
(% 3.2) organo-MMT silikat igerigine ragmen onlarin saf kopolimerlere gére daha farkh
yapilara (yari-kristalinite ve duzenli morfoloji) ve 6zelliklere (eriyik gegisi, yuksek termal
davraniglarl) sahip olduklar tespit edilmisti. Bu go6zlenen durum, organo-MMT
tabakalarinin ylzey fazlar arasi temas alaninin polimer zincirlerinin etkin nufuzu

sayesinde onemli derecede artmasiyla agiklanabilir.

(c) Sentezlenen sistemlerde nano-yapilarin varligi DSC-TGA, XRD ve SEM-
TEM gibi termal, fiziksel yapi, yuzey morfoloji analizleriyle de desteklenmistir: (1) DSC
analiz sonuglari nanokompozitlerin semi-kristalik yapiya sahip olduklarini; (2) DSC
egrilerinde Tg ve Tm sisal gecislerin varlig, (2) Farkli molekdl agirligindaki
kopolimer/organo-MMT nanokompozitin DSC-TGA davraniglarindaki gézlenen énemli
farkhliklar ve karsilastirmali degerler; (3) XRD spektrumlarinda kristalik fazlara uygun
piklerin siddetinin onemli derecede artmasi, silikat tabakalarini karakterize eden piklerin
yer degisimi ve tabakalar arasi mesafenin gostergesi olan tabakalar arasi alanin (d-
spacing) degerlerinin artmasi ve (4) SEM-TEM morfoloji goéruntulerinde
nanokompozitlerde silikat tabakalari yuzeyinde guclu hidrojen baginin varligina bagh
olarak daha diuzenli ve yogun morfoloji yapilarin olusumu, incelenen polimer
sistemlerde nano-yapilarin varhigdinin gostergesi olarak degerlendirilebilinir. Ayrica
reaktif ODA-MMT igeren nanokompozitlerin tabakalar arasi proseslerde fiziksel iletisimin
(H-bagi) yanisira kimyasal reaksiyonun da (amidlesme) onemli katkida bulundugu

soylenebilir.

2. Basamakta ise poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanoyapilarina lakkaz immobilizasyonu

islemi gergeklesmistir ve immobilizasyon igin optimizasyon c¢alismalari ¢aligmistir. Bu

bolimden ¢ikan sonuglar:
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- Yapilan deneysel galismalar sonucunda fiziksel adsorbsiyon ydnteminin, kovalent
baglanmaya goére daha fazla miktarda lakkaz enzimini tutmasindan dolayi Poli(MA-alt-
MVE)/ODA-MMT nanokompozitlerine lakkaz enzimi fiziksel adsorpsiyon ydntemiyle
baglanmistir. Fiziksel baglanma yodnteminin kovalent baglanmaya gore daha kolay
gerceklesmesi, maliyetinin daha dustik olmasi gibi ¢esitli avantajlara sahiptir. Bunun
yaninda kovalent baglanmaya gore bazi dezavantajlara da sahiptir. Kovalent ve fiziksel
badlanma yodntemlerinin Ustlnlikleri ve zayif vyonleri Cizelge 5.1'de kisaca
Ozetlenmistir.S6z konusu avantajlardan dolayi fiziksel adsorbsiyon yéntemiyle deneye

devam etmek ¢alismamiz igin avantaj olmustur.

Cizelge 5.1. Fiziksel adsorpsiyon ve kovalent baglama immobilizasyon yontemlerinin

karsilastiriimasi (Degistirilerek uyarlanmistir; Telefoncu,1986)

Tasiyiciya baglama yontemi
Karakterestik Kovalent Baglama | Fiziksel
Adsorpsiyon

Hazirlama Zor Kolay
Subsrat 6zgulluga Degisebilir Degismez
Rejenerasyon Mdmkan degil MUmkun
Genel uygulanabilirlik Orta Dusuk
Immobilizasyon maliyeti Yuksek Dusuk
Bag gucu Kuvvetli Zayif
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Immobilizasyon igin yapilan optimizasyon galismalari sonucunda:
-Poli(MA-alt-MVE)/ODA-MMT nanokompozitlerine lakkaz immobilizasyonu ic¢in optimum
pH degeri 4.5, optimum sicaklik degeri 37°C, optimum baslangi¢ lakkaz derisimi 0,025

mg/ml, optimum temas suresi 30 dakika bulunmustur.

3.Basamakta ise “Reactive Red 5” boyar madde renk giderimi c¢alismalari serbest
enzim ve bir dnceki basamaklarda elde edilen immobilize enzim ile gerceklestirilmigtir.
Boyar madde renk giderimi igin gergeklestirilen optimizasyon g¢alismalari sonucunda

elde edilen veriler:

- Boya bilegiklerini sulardan uzaklastirma verimliligini etkileyen onemli parametreler
arasinda ortamin pH’si ve ortamdaki kirleticinin baglangi¢ konsantrasyonu oldugu
bilindiginden Boyar maddelerle kirletiimis atik sular pH degerlerine goére farkhlik
gOstermekte oldugundan boyar madde biyo etkilesimi, boyarmadde ve serbest veya
immobilize enzim vyapisina baghdir. Boyarmaddeler, doymamis baglar ve farkl
fonksiyonel gruplara sahip kompleks aromatik organik bilesiklerdir.Bu nedenle farkh pH
degerlerinde farkl iyonizasyon degerlerine sahiptir ve bu da boyarmaddemolekdilleri
uzerindeki net yuka degistirmektedir. Biyosorbent ylizey, farkl fonksiyonel gruplari olan
biyopolimerlere sahip oldugu igin biyosorbent Uzerindeki net yuk de ortamin pH
degerine baglidir. Dolayisiyla ortamin pH degeri sucul ortamlardan boyarmaddenin
uzaklastirimasinda 6nemli bir parametredir. Ortam pH’st boya bilesiklerin
¢OzUnurligunu ve enzim yapisinda mevcut olan fonksiyonel gruplarin iyonlagsmasina
(6rnegin, karboksilat, fosfat ve amino gruplan) etki ettiginden, énemli gevre Kirletici
grubu igerisinde yer alan “Reactive Red 5" azo boyar maddesinin sulu ortamlardan renk
giderimi, dogal (serbest) ve/veya Poli(MA-alt-MVE) / ODA-MMT nanokompozitine
immobilize edilmis lakkaz adsorptif bolgeleri ile boya molekullerinin sahip oldugu

fonksiyonel gruplar arasindaki etkilesime baglidir.

Serbest ve immobilize enzim ile karsilastirilmali olarak yapilan “Reactive Red 5” boyar
madde renk giderimi ¢alismalarinda optimum pH degeri hem serbest hem immobilize
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enzim igin 5.0 bulunmustur. Optimum pH degerinde % renk giderimi serbest enzim igin

% 65.51 ve immobilize enzim igin %74.13’dur.

-Serbest ve immobilize enzim ile karsilastiriimali olarak yapilan “Reactive Red 5” boyar
madde renk giderimi galismalarinda optimum sicaklik degeri hem serbest hem
immobilize enzim igin 20 °C bulunmustur. Optimum sicaklik degerinde % renk giderimi
serbest enzim igin %69.96 ve immobilize enzim igin  %72.97’dir. Dlsuk sicakliklarda
gercgeklestirilen aritim surecleri kolay uygulanabilirligi, maliyeti dusurmesi agisindan

tercih edilmektedir. Calismamizdan ¢ikan sonug¢ da bu yonden umut vaat etmektedir

-Serbest ve immobilize enzim ile karsilastiriimali olarak yapilan “Reactive Red 5” boyar
madde renk giderimi ¢alismalarinda optimum baslangi¢ boyar madde konsantrasyonu
hem serbest hem immobilize enzim 50 mg/L bulunmustur. Optimum konsantrasyon
degerinde % renk giderimi serbest enzim i¢in %70.03 ve immobilize enzim i¢in %78.85
dir.

-Serbest ve immobilize enzim ile karsilastiriimali olarak yapilan “Reactive Red 5” boyar
madde renk giderimi galismalarinda optimum temas sulresi, serbest ve immobilize
enzim icin sirasiyla 120 ve 90 dk bulunmustur. Optimum temas siuresinde % renk
giderimi serbest enzim igin %65.8 ve immobilize enzim icin % 70.91 dir.immobilize
enzimin, serbest enzime gore daha kisa surede optimum slreye gelmesi aritimda

zaman agisindan kazang saglar ve bu yapilarin uygulanabilirligi igin bir avantaj saglar.

-Bir destek materyalinde aranilan énemli 6zelliklerden biri de, bu malzemenin defalarca
tekrar tekrar kullanilabilmesidir. Rejenerasyon veya tekrar kullanilabilirlik olarak
tanimlanan bu o6zellik ayirma isleminin maliyetini 6nemli dlglide azaltan bir etmendir.
Serbest enzim sadece bir kez kullanilabilir, ancak bu enzim uygun bir destege
immobilize edildiginde defalarca kullanilabilmektedir. Calismamizda kullandigimiz
immobilize enzim 10 kez kullaniimasi sonucunda baslangi¢ aktifliginin % 77.3’Gnu
korumustur. Elde edilen bu sonug, calismamizdaki immobilize enzimin defalarca ve

uzun surece aktifligini korudugunu goéstermektedir.
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-Immobilize edilmis enzimin depolama karalili§i, enzim immobilizasyonundaki en énemli
parametrelerden biridir. 27 gunluk c¢alisma sonunda, serbest enzim  baslangi¢
aktivitesinin % 33Unu korurken, immobilize lakkaz enzimi baslangi¢ aktivitesinin %
65'ini korumustur.Immobilize enzimin depolama kararhiginin, serbest enzimin iki kati
kadar bulunmasi , immobilize enzimin etkinligini gostermektedir. Caligmamizda
sentezlezldegimiz nanoyapilar immobilizasyonda kararliligi, depolanma suresindeki

verimden de anlasiimaktadir.

Ozetle; Bu c¢alisma sonucunda erigilen veriler, interkalasyon/yapraklanma ve
interlameller asi(graft) kopolimerizasyonu metodlarinin endustriyel Gretim ve yeni
yuksek aktivitede biyomuhendislik polimer nano-malzemelerin hazirlanmasi, islenmesi
ve gelistiriimesinde kullanigli bir yontem oldugu, nano-yapiya sahip kopolimer/organo-
MMT’lerin immobilizasyon sureglerinde uyumlu bir yapiya sahip oldugu ve yeni
akademik ve teknolojik arastirmalarda ve Ozellikle endustriyel alanda boyar madde
aritimda yeni nanomalzemelerin  gelistiriimesinde bir yol gOsterici olacagi

ongorulmektedir.

Calismamizin en dikkate deger 6zelligi, endUstriyel alanda kullaniimak Uzere lakkaz
immobilizasyonu i¢in nano-boyutta, aktivasyon islemi gerektirmeyen, enzimin dogrudan
ve kolaylikla immobilize edilebildigi, ucuz yeni bir destek materyali olarak poli(MA-alt-

MVE)/ ODA-MMT nanokompozit yapilar sentezlenmis olmasidir.
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