INVERTAZIN DEGISIK DESTEK LERE
IMMOBILiZASYONU

CEYLAN HEPOKUR

YUK SEK LISANSTEZI

KIMYA ANABILIM DALI
2007



FEN BILIMLERI ENSTITUSD MODORLOGO'NE

B galrsma, jlirimiz tarafindar, Kimya Anabilim Dl 'nda Yitksek Lizans
Tezi alarak kabul edilmisie.

Raskan: Prof, Dr. Dursun SARAYDIN Wi"—"“-”h"—"__l"'
Oye: Prof,Dr, Mekmet Ali AKPINAR {010
Cye: Dog. Dr. H. Nursevin OZTOP '}._’."-t;}‘v-u{

ONAY

Yukandaki imzalsnn, adi gegen Sfretim dyelerine sit oldufun cnaylanm,
k2007

FEN BILIMLER] ENSTITOS0 MODURD
Prof. Dr, H.Hiseyin BASIBUOYUR




CUMHURIYET UNiVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

INVERTAZIN DEGISIK DESTEKLERE
IMMOBILIZASYONU

CEYLAN HEPOKUR

YUKSEK LISANSTEZi

KIMYA ANABILIM DALI

Danmisman Anabilim Dali-Unvan Imza
H.Nursevin OZTOP Kimya-Dog.Dr



Bu tez, Cumhuriyet Universitesi Senatosunun 05.01.1984 tarihli toplantisinda
kabul edilen ve daha sonra 30.12.1993 tarihinde C.U. Fen Bilimleri Enstitlisi
Mudurltgunce hazirlanan ve yayinlanan “Yiksek Lisans ve Doktora tez yazim

Kilavuzu” adli yonergeye gore hazirlanmustir.



TESEKKUR

Bu calismanin seciminde, planlanmasinda ve yiritilmesinde bana yon
veren, calismam boyunca yakin destegini ve bilimsel yardimlarint bir an olsun
eksiltmeyen, yerinde yaptig1 uyarilar ile yol gostererek bana giic ve moral veren gok
degerli hocam Dog.Dr.H.Nursevin OZTOPa;

Polimer sentezi sirasinda her turli yardim ve destegini esirgemeyen
Sayin hocam Prof.Dr. Dursun SARAYDIN'a;

Tez calismamin yaritilebilmesi icin gerekli olan IR analizlerinin
ainmasinda yardimci olan Prof. Dr. Dilek Solpan’a ve TG analizlerinin
alinmasinda yarchimci olan Prof.Dr. Turgay SECKIN’ e, calismamda her konuda
yardimlarini esirgemeyen Yrd.Dog.Dr. Senay CETINUS' a ve Yrd. Dog. Dr.
Y asemin ISIKVER hocalarima;

Her zaman ve her konuda desteklerini hicbir zaman esirgemeyen sevgili

ailem ve esim Dr. Ali Thsan HEPOKUR’ a en icten duygularimla;

tesekkir ederim...



ICiNDEKILER

OZET
SUMMARY

TESEKKUR
ICINDEKILER
SEKILLER DiZINI
CIZELGELER DIZINI
SEMALAR DIZiNi
SIMGELER DiZINI
1. GIRIS
2.INVERTAZ
2.1.Invertaz Aktivite Analizi
3. ENZiM IMMOBILIZASYONU
3.1.Yakalama
3.1.1. Jd Yakalama
3.1.2. Mikrokapsiilleme
3.2. Baglanma
3.2.1.Tasyiciya Baglanma
3.2.1.1.Fiziksel Adsorpsiyon
3.2.1.2. Iyonik Baglanma
3.2.1.3.Kovalent Baglanma
3.2.2. Capraz Baglanma
3.3. Immobilizasyon Avantajlar:
4. KOMPOZITLER

5.KIL

5.1. Sepiyolit

VIl

Xl
X1l

0 o o

10
10
11
11
13
16

16



6.KOMPOZIT HIDROJELLERIN KARAKTERIZASY ONU
6.1. Spektroskopik Ozellikler
6.2. Isisal Ozellikler
6.3.Sisme Davranisi ve Diflizyon Turt
7. GEREC VE YONTEM
7.1. DENEYLERIN YAPILDIGI YER VE TARIH
7.2. KULLANILAN KIMYASAL MADDELER
7.3. KULLANILAN CIHAZLAR

7.4. KOMPOZIT HIDROJELLERIN HAZIRLANMASI

22

22

22

22

24

24

24

24

24

75. AAmM-Sep ve AAM-Sep-MA KOMPOZIT HIDROJELLERININ

KARAKTERIZASYONU

7.5.1.Spektroskopik Analiz
7.5.2. Isisal Analiz
7.5.3. Sisme Deneyleri
7.5.3.1. Dinamik Sisme Deneyleri
7.5.3.2. pH Duyarl1 Denge Sisme Deneyleri
7.5.3.3. pH Duyarli Donlstimli Denge Sisme Deneyleri

7.6. INVERTAZIN AAmMSep ve AAmM-Sep-MA
HIDROJELLERE IMMOBILIZASYONU

7.7. SERBEST INVERTAZ DENEY LERI
7.7.1. Serbest invertazin Aktivite Analizi
7.7.2. Serbest invertazin Optimum pH’ sinin Belirlenmesi
7.7.3. Serbest invertazin Optimum Sicakligimn Belirlenmesi
7.7.4. Serbest invertazin Kinetik Parametrelerinin Bulunmast

7.7.5. Serbest invertazin Termal Kararlilig

\%

25

25
25
25
25
26
26

KOMPOZIT
26

27

27

27

28

28

28



7.7.6. Serbest invertazin Saklama Kararlilig: 28
7.8. IMMOBILIZE INVERTAZ DENEYLERI 29

7.81. AAM-Sep-lnv ve AAmM-Sep-MA-Inv Kompozit Hidrojellerinin
Karakterizasyonu 29

7.8.2. AAM-Sep-Inv ve AAm-Sep-MA-Inv ‘1n Aktivite Analizi 29

7.8.3. AAmM-Sep-Inv ve AAM-Sep-MA-Inviin  Optimum pH’sinin
Belirlenmesi 29

7.84. AAm-Sep-lnv  ve AAM-Sep-MA-Inv ‘in Optimum Sicakliginin
Belirlenmesi 30

7.8.5. AAm-Sep-Inv. ve AAM-Sep-MA-Inv ‘in Kinetik Parametrelerinin

Bulunmasi 30
7.8.6. AAM-Sep-Inv ve AAmM-Sep-MA-Inv ‘in Termal Kararliligi 30
7.8.7. AAM-Sep-Inv ve AAm-Sep-MA-Inv ‘in Saklama Kararlilig 31
7.8.8. AAM-Sep-Inv ve AAM-Sep-MA-Inv ‘1in pH Kararlihigi 31

7.8.9. AAM-Sep-Inv ve AAM-Sep-MA-Inv ‘1in Kullamm Kararliligi 31

8. BULGULAR 32
8.1.KOMPOZIT HIDROJELLERIN HAZIRLANMASI 32
8.2. KOMPOZIT HIDROJELLERIN KARAKTERIZASY ONU 36

8.2.1. Spektroskopik Analiz 36
8.2.2. Isisal Andliz (TG) 38
8.2.3. Sisme Deneyleri 39
8.2.3.1. Dinamik Sisme 39
8.2.3.2. pH Duyarli Denge Sisme Deneyleri 46

VI



8.2.3.3. pH Duyarli Donustimlt Denge Sisme Deneyleri 47

8.3. INVERTAZIN AAmM-Sep ve AAmM-Sep-MA KOMPOZIT
HIDROJELLERE IMMOBILIZASYONU 48

8.4.SERBEST INVERTAZ, AAmMSep-inv ve AAmM-Sep-MA-Inv ‘in
AKTIVITE DENEYLERI 50

8.4.1. Serbest invertaz, AAm-Sep-Inv ve AAmM-Sep-MA-Inv ‘in Optimum
pH’ sinin Belirlenmesi 50

8.4.2. Serbest Invertaz, AAM-Sep-Inv ve AAM-Sep-MA-Inv ‘in Optimum
Sicakliginin Belirlenmesi 51

8.4.3. Serbest Invertaz, AAm-Sep-Inv ve AAM-Sep-MA-Inv ‘in Kinetik
Parametrelerinin Bulunmast 52

8.4.4. Serbest invertaz, AAm-Sep-Inv ve AAM-Sep-MA-Inv ‘in Termal
Kararliliginin Belirlenmesi 55

8.4.5. Serbest Invertaz, AAmM-Sep-Inv ve AAM-Sep-MA-Inv ‘in Saklama

Kararliliginin Belirlenmesi 56
8.4.6. AAm-Sep-Inv ve AAM-Sep-MA-Inv “1n pH Kararlilig: 57
8.4.7. AAm-Sep-Inv ve AAM-Sep-MA-Inv ‘1n Kullamm Kararlilig 58

9.TARTISMA VE SONUCLAR 60

10. KAYNAKLAR 69

11.0ZGECMIS 77

VII



SEKiLLER Dizini

Sekil 2.1. Sukrozun invertazla hidroliz tepkimesi 3

Sekil 3.1. Enzim immobilizasyon yontemleri

Sekil 4.1. Akrilamid ve maleik asidin kimyasal yapisi 15

Sekil 5.1. a. Sepiyolitin yapisi 18
b. Sepiyolitdeki kanal ve ttineller 18

Sekil 8.1. Kuru ve sismis haldeki AAm-Sep kompozit hidrojellerin fotografi 33
Sekil 8.2. Kuru ve sismis haldeki AAm-Sep-MA kompozit hidrojellerin fotografi 33

Sekil 8.3. AAm-Sep kompozit hidrojelinin FTIR spektrumu 37
Sekil 8.4. AAm-Sep-MA kompozit hidrojelinin FTIR spektrumu 37
Sekil 8.5. AAm-Sep kompozit hidrojelinin termogram 38
Sekil 8.6. AAm-Sep-MA kompozit hidrojelinin termogram 39
Sekil 8.7. AAm-Sep ve AAM-Sep-MA kompozit hidrojellerinin 25 °C’ta sisme

davranmisinin zamanla degisimi 40
Sekil 8.8. AAmM-Sep ve AAM-Sep-MA kompozit hidrojellerinin 60 °C’ta sisme

davranisinin zamanla degisimi 40

Sekil 8.9. AAm-Sep kompozit hidrojellerinin sisme davranisimin sicaklikla

degisimi 42
Sekil 8.10. AAm-Sep kompozit hidrojellerinin sisme davranisinin sicaklikla
degisimi 42
Sekil 8.11. AAm-Sep ve AAM-Sep-MA kompozit hidrojellerinin 25 °C’ta sisme
hiz grafigi 43
Sekil 8.12. AAm-Sep ve AAM-Sep-MA kompozit hidrojellerinin 60 °C’ta sisme
hiz grafigi 43
Sekil 8.13. AAm-Sep ve AAM-Sep-MA kompozit hidrojellerinin 25 °C’taki sisme
kinetik grafigi 45
Sekil 8.14. AAm-Sep ve AAM-Sep-MA kompozit hidrojellerinin 60 °C’taki sisme
kinetik grafigi 45

Sekil 8.15. AAm-Sep kompozit hidrojellerinin pH duyarli sisme davranisi 46
Sekil 8.16. AAmM-Sep-MA kompozit hidrojellerinin pH duyarli sisme davrams: 47

VIl



Sekil 8.17. AAmM-Sep ve AAM-Sep-MA kompozit hidrojellerin 25 °C'ta pH
dontsimll denge sisme davranislar 48
Sekil 8.18. Serbest invertaz, AAm-Sep ve AAmM-Sep-Inv’'in FTIR spektrumu 49
Sekil 8.19. Serbest invertaz, AAmM-Sep-MA ve AAM-Sep-MA-Inv' in FTIR
Spetrumu 49
Sekil 8.20. Serbest invertaz, AAmM-Sep-Inv ve AAM-Sep-MA-Inv’ in optimum pH
grafigi 50
Sekil 8.21. Serbest invertaz, AAm-Sep-Inv ve AAm-Sep-MA-Inv’ in optimum
sicaklik grafigi 51
Sekil 8.22.Serbest invertazin a)Michaelis-Menten ve b)Lineweaver-Burk grafigis2
Sekil 8.23. AAm-Sep-Inv’ in a)Michaelis-Menten ve b)L ineweaver-Burk grafigi53
Sekil 8.24. AAM-Sep-MA-Inv'in a) Michaelis-Menten ve b) Lineweaver-Burk

grafigi 54
Sekil 8.25. Serbest invertaz, AAmM-Sep-Inv, AAm-Sep-MA-Inv’1n 50 °C'tatermal
kararlilig 55
Sekil 8.26. Serbest invertaz, AAmM-Sep-Inv, AAm-Sep-MA-Inv’1n 70 °C'tatermal
kararlilig 56
Sekil 8.27. Serbest invertaz, AAm-Sep-Inv ve AAmM-Sep-MA-Inv’ in Saklama

Kararlilig 57
Sekil 8.28. AAmM-Sep-Inv ve AAM-Sep-MA-Inv’ in pH Kararlihigi 58
Sekil 8.29. AAmM-Sep-Inv ve AAM-Sep-MA-Inv' in Kullamm Kararliligi 59



CizeLGELER Dizini

Cizelge 5.1. Dinyadaki bazi sepiyolitlerin kimyasal bilesimleri 17
Cizelge 8.1. AAm-Sep ve AAm-Sep-MA kompozit hidrojellerinin farkl
sicakliklardaki sisme parametreleri 44
Cizelge 8.2. AAm-Sep ve AAm-Sep-MA kompozit hidrojellerinin degisik
sicakliklardaki sisme kinetik parametreleri 44
Cizelge 9.1. Serbest invertaz, AAmM-Sep-Inv ve AAm-Sep-MA-Inv igin optimum
sicaklik, optimum pH, Km, Vmax degerleri 63



SEMALAR Dizini

Sema8.1. AAm’in polimerlesme mekanizmasi
Sema8.2. AAm ve MA’in'in polimerlesme mekanizmasi

Sema 8.3. Kompozit hidrojel olusumu

Xl

35

36



SimcELER Dizini
Simge

AAM
MA

inv

Aciklama

Akrilamid

Maleik asit

Sisme kesri

Fourier DOnlstimlu infrared
Maksimum bozunma hizi
Sisme baslangi¢ hizi

Sisme derecesi

Gegirgenlik
Termogravimetri

Invertaz

Sepiyolit

X1l



Giris

Enzimler; canli hicrelerdeki biyokimyasal tepkimeleri hizlandiran
protein molekulleridir. Butin katalizorler gibi enzimlerde tepkimenin etkinlesme
enerjisini dislrerek tepkimeyi hizlandirirlar. Enzimler son derece 6zguldurler bu
yizden bitin kimyasal tepkimelere katilmazlar, tepkime boyunca
degistirilemezler ve hizli ¢alisirlar. Yapilarim olusturan amino asitlerin primer
dizilisi genler tarafindan belirlenen siraya gore olusur. Hicre icinde gosterdikleri
aktiviteyi hicre disinda da gosterebilmeleri nedeniyle enzimlerin birgogu
hicreden ayrilabilir ve degisik ortamlarda kullanilabilirler. Enzimlerin bu
Ozellikleri onlarin pek cok kimyasal ve endustriyel islemlerde kullamlimasina
olanak saglar. Biyolojik deterjanlar, bira endistrisi, sit endistrisi, nisasta
endustrisi, tekstil endistrisi, deri endistrisi, tip ve eczacilik alanlari enzimlerin
kullanmldig1 alanlardir (Mentes ve Ersoz, 1993; Cengiz ve Cengiz, 1994; Isik ve
ark., 2003; Kilig, 2005).

Enzimler, tepkimedeki kimyasallarla ayni ¢ozeltidedir ve ayrilmalar: igin
uzun saflastirma islemleri gerekir. Bu nedenle endustriyel islemlerde katalizor
olarak immobilize enzimlerin kullanimi son zamanlarda biyik énem kazanmustir.
Immobilizasyon hareketsizlestirme anlanmina gelir. Immobilize edilen enzim, kat:
destek Uzerine fiziksel ya da kimyasal olarak baglanmir. Pahal1 bir katalizor olarak
bir enzimin kullanilmasi, onun geri alinmasint ve ekonomik olarak uygun bir
sireg  sonra tekrar kullanilmasint  gerektirir.  Endastriyel  uygulamalarda
immobilize enzimlerin kullaniimasi, kontrollU Griin olusumu, elde edilen Urtnlerin
kolayca saflastirilabilmesi ve tekrar kullamm gibi islemi daha ekonomik hale
getiren bircok avantaj saglamaktadir. Enzim immobilizasyonu igin adsorbsiyon,
polimerik jeller ya da membranlar icerisine hapsetme, bifonksiyonel bir madde ile
capraz baglama ya da kovalent baglama gibi bircok kimyasal ve fiziksel yontem
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda polimerik matriks Uzerine adsorbsiyon

yapilmas: en eski ve en genel yontemdir. Bu yontemin en onemli avantajlari



immobilize edilen enzimin aktifligini blylk oOlclide veya tamamiyla korumasi ve
tersinir bir yontem oldugundan destek maddesinin ve enzimin baska amaclarla
tekrar kullamimina olanak saglamasidir (Mateo ve ark., 2007).

Onceleri  immobilize enzimler icin "suda ¢oziinmeyen enzim",
"baglanmis enzim”, "matrikse bagli enzim", "tutuklanmis enzim" gibi terimler
kullamliyordu. 1971 yilinda yapillan 3. Biyoteknoloji Biyomihendislik
Sempozyumu ve 1. Enzim Muhendisligi Konferansi'nda " immobilize enzm”
terimi Onerilmis ve boylece bu terimin kullamlmas: yayginlasmistir (Cengiz ve
Cengiz, 1994).

Immobilize enzim calismalarinda en 6nemli arastirma alam uygun destek
materyalinin bulunmasidir. Dogal ve yapay polimerik materyaller degisik islevsel
gruplara sahip olmalar1 ve proteinlerin dis gruplariyla kararli baglar
olusturabilmeleri nedeniyle yaygin olarak kullamilan desteklerdir. Polimer
kompozitler makroskobik olarak birbirinden ayr1 iki ya da daha fazla
malzemenin bir araya getirilmesi ile imal edilen malzeme turtdir. Son yillarda
destek maddesi olarak ilgi cekmektedir. Kompozit malzeme teknolojisi bugiin
hizla gelismektedir ve hemen her glin piyasaya yeni Urtinler sunulmaktadr.

Bu calismada besin endistrisinin dnemli enzimi olan invertaz secilmistir.
Destek materyal olarak kil-polimer kompozit hidrojelleri (akrilamid-sepiyolit ve
akrilamid-sepiyolit-maleik asit) hazirlanmis karakterizasyon calismalarindan
sonra invertaz immobilizasyonunda kullanmilmslardir. Immobilize invertazin
optimum pH, optimum sicaklik, kinetik parametrelerinin bulunmasi, termal
kararlilik, pH kararliligi, saklama kararliligi ve depolama kararliligi deneyleri

yapilmistir.



INVERTAZ

Invertaz, (B-D-fruktofuranozidaz E.C.3.2.1.26) p-fruktofuranozitlerin
indirgenmemis B-fruktofuranozit ucundan hidrolizini katalizleyen bir enzimdir.
Invertaz, hafif krem renkli, suda ¢oztinebilen, zengin karboksilik gruplu asidik bir
enzimdir. invertazin mol kiitlesi elde edilis kaynagina gore degismektedir. Y Uksek
mannoz igerigi nedeniyle maya hticre dis1 glikoproteinleri mannoproteinler olarak
adlandirilirlar. Saccharomyces cerevisae invertazi bunlardan biridir (Lehle ve
ark. 1979). Hidrolaz siifi bir enzimdir. Sukroz (sakkaroz) hidrolizinde
kullanmildiginda olusan Urtnler glukoz ve fruktozdur (Wisemann, 1994). Sukroz
hidroliz tepkimesi Sekil 2.1’ de gosterilmistir.

CH,OH oH O .
H o H HOCH, 9y y o . o
oH K o\ © o N9
o CH,OH on P OH o CH,OH
OH H OH OH H
Sukroz Glukoz Fruktoz

Sekil 2.1. Sukrozun invertazla hidroliz tepkimesi

Invertazla sukroz hidrolizi sonucu olusan fruktoz sukroza gore daha tatl
olmasi ve kolay kristallenmemesi nedeni ile gida endustrisinde tercih
edilmektedir. Asit hidroliziyle de ayn Urinler elde edilebilir. Ancak bu yolla
istenmeyen ara Urlinler olusabilir. invertazdan elde edilen invert seker karisim
(glukoz ve fruktoz) asit hidrolizi ile elde edilen renkli Grlinle karsilastirildigin da,
renksiz oldugu icin Onemli bir Ustinlik sunmaktadir. Bu karisim yiksek
derisimlerde bile sukroz gibi kristallenmez. Besin endustrisinde kullanilacak
Urdinlerin uzun sire tazeligini korumasi saglanmis olur. Kristallenmeyen kremalar,
regeller, suni bal ve sivi sekerin endustriyel Uretiminde yaygin olarak kullanlir.
(Chen ve ark., 2000; Kizilyar ve ark., 2000; Danisman ve ark., 2004; Sanjay ve



Sugunan, 2005; Emregul ve ark., 2006; Bagal ve Karve, 2006; Gancarz ve ark.,
2006; Rebros ve ark. 2007;Y amadave ark., 2007).

Invertazin en 6nemli uygulamalarindan biri, fruktoz surubu Uretimi icin
besin endustrisinde kullanimidir. Fruktoz surup, sekerlemelerde, konservelerde ve
iceceklerin tatlandiricist olarak kullanildigr igin genis kullamm alam vardir
(Santiago ve ark., 2006). Invertaz enzimi temel biyosensor olarak kullanildiginda,
agir metal iyonlarinin ézellikle civanin saptanmasinda kullanilir. invertaz kirmizi
pancar, havug, patates fabrikalarinda temizlenme asamasinda kullanilir. invertaz
dogd olarak da bulunabilir. Béceklerin fenomenlerinde, nektarlarda, bal, polen,

bitki, mantar ve bakterilerde bulunur (www.wikipedia.org/wiki/Bal).

Serbest enzimlerin endistride kullaniminda karsilasilan zorluklar invertaz
icin de gegerlidir. Bu nedenle degisik desteklere immobilizasyonu Uzerine yogun
calismalar yapilmaktadir. Invertaz immobilizasyonu icin kovalent baglanma,
iyonik adsorpsiyon ve yakalama en yaygin kullanmilan tekniklerdir (Delgado ve
ark., 2006; Gancarz ve ark., 2006). Bu alanda yapilan ¢alismalara polivinil alkol
hidrojel kapsillere immobilizasyon (Rebros ve ark., 2007) montmorillonite
(Sanjay ve Sungunan, 2006), metal selatl desteklere adsorpsiyon (Osman ve ark.,
2005), polietilenimin kullanarak piring kabuklar1 Uzerine immobilizasyon
(D’Souza ve Godbole, 2002), kalsiyum aljinat jel kapsillerine immobilizasyon
(Tanriseven ve Dogan, 2001), kovalent bag ile modifiye edilen polianilin Uzerine
immobilizasyon (Chen ve ark., 2000), fonksiyonlu kopolimer (politetrahidrofuran-
blok-polistiren) matrikslerine immobilizasyon (Erginer ve ark., 2000), poli
(akrilamid-maleik asid) kopolimerlerine immobilizasyon (Arslan ve ark., 2000)
ornek olarak verilebilir.

2.1. invertaz Aktivite Analizi

Invertazin aktivitesinin bulunmast icin kullanilan yontemlerden biri sukroz
hidrolizi sonucu olusan glukozun spektrofotometrik olarak saptanmas: yontemidir.
Invertaz ile sukroz hidrolizi icin belli sicaklik ve pH’da dengeye
getirilmis sukroz c¢ozeltisine eklenen enzim 5-15 dakika arasinda inkiibe edilir.
Tepkimenin durdurulmasi igin karisim kaynar su banyosunda 5 dakika bekletilir.
Bu siregte Sekil 2.1 ‘de verilmis olan tepkimeye gore sukroz glukoz ve fruktoza

doéndstaralar


http://www.wikipedia.org/wiki/Bal)

Invertazla sukroz hidrolizi sonucu olusan glukozun spektrofotometrik
analizi igin kullanmlan glukoz deney kiti (Sigma GAGO-20) c¢alisma yonteminde
glukoz oksidaz, peroksidaz enzimleriyle o-dianisidin ve H,SO,4 kullamilmaktadir.

Glukoz oksidaz enzimi ile glukoz, glukonik asit ve H>O," e gevrilir.
OH OH OH

H CHZOS OH Glukoz = |
+ 0 Oksidaz H C
N OH iy H,O 2 —> : ! \O + HO,
H OH OH  OH
Glukoz

Glukonik Asit
Hidrojen peroksit o-dianisidin ile peroksidaz varliginda tepkimeye

girerek renkli trtin olusturur.

CH,O OCH, CH,O /OCH3
Peroksidaz
H,N NH, 4 H202 S HN NH

(indirgenmis) - O-Dianisidin genksiz) (oksitlenmis) O-Dianisidin canerengi

Ortama eklenen silfirik asit oksitlenmis o-dianisidin ile tepkimeye

girerek kararli pembe renkli kompleks olusturur.

CH,0 OCH,

HN Q O NH 4+ H,SO, ——> Pembe renkli kompleks

(oksitlenmis) O-Dianisidin .
(kahverengi)

Tepkime sonucunda olusan pembe renkli kompleksin sogurumu UV-VIS
spektrofotometrede 540 nnv' de okunur. Olusan glukoz miktarinin saptanmast igin
Esitlik 1’ den yararlanilir (www.sigmaaldrich.conv/catalog).

A, (6rnek)x(glukoz)mg

1
A, (standart)

Glukoz/ mg =

Bulunan glukoz miktarindan enzim aktivitesi dakikada hidrolizlenen

mikromol sukroz olarak hesaplanir.


http://www.sigmaaldrich.com/catalog)

Enzim IMMmoBILizASYONU

Immobilizasyon enzim, hiicre ve digerlerinin tamamen ya da kismen
hareketlerinin simirlandiriimas: yontemi olarak tammlanabilir. Biyokatalizorler
olarak enzimler, kirlilik, inhibisyon, ¢ozicller, tuzlar, sicaklik, pH gibi gevresel
etkilerden korunmak icin bir destege immobilize edilirler. Immobilizasyon
biyokatalizoriin bulundugu ortamdan geri kazammn: saglar. Enzimler endustriyel
amaclar icin buyuk miktarlarda Oretilmektedir. Enzim immobilizasyonunun
baglica avantgjlar1 asagida siralanmustir.

1. Enzimin katalitik guicii kayda deger ol¢lide stabilize edilmis olur.
2. Kolaylikla tekrar tekrar kullamlabilir.

3. Uriinler saf olarak kolaylikla elde edilir.

4. Surekli Uretim yapilabilir.

5. Uretim maliyeti diiser.

Immobilize enzimlerin 6zellikleri, hem enzim hem de tasiyict materyalin
Ozelliklerine baglidir. Bu ikisi ile immobilize enzim, kimyasal, biyokimyasal,
mekanik ve kinetik 6zellikler kazanir.

Immobilize enzimin verimi hem baglanma sirasinda olan kayiplardan
dolay1, hem de enzim molekullinin gozeneklerden yavas yavas sizmasi ile azalir.
Bu olaylar immobilizasyon verimini dusUrdr. Tepkime verimini artirmak icin
alinabilecek onlemler sOyle siralanabilir;

Tas1yicimin par¢acik boyutlarint diisiirmek

Y Uksek 6zgul aktivitesi olan enzimlerde enzim yikleme miktarin
azaltmak

Enzimi tastyict materyalin dis yiizeyine baglamaktir.

Pek cok degisik dogal veya sentetik matriksler enzimlerin
immobilizasyonunda kullamimaktadir (Cengiz ve Cengiz, 1994; Oztop ve ark.,
2002; Cetinus ve Oztop, 2003). Enzim immobilizasyonu igin kullamilan yontemler
Sekil 3.1'de gogterilmistir ( Wisemann, 1994).
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Sekil 3.1. Enzim immobilizasyon yontemleri (Wisemann, 1994).

3.1. Yakalama

3.1.1. Jel Yakalama

Yakalama ile immobilizasyon adsorbsiyon ve kovalent baglanmadan
farklidir. Enzim molekulleri ¢ozeltide serbesttir, fakat jelin kafes yapisi ile enzim
hareketi simirlandirilir. Jel kafesinin, enzim sizmasim engellemesi igin yeterince
siki yapida olmasi 6nemlidir. Jel kafesi enzimin hareketini simirlandirirken aym
zamanda substrat ve Urliniin serbest hareketine izin verir (Gordon ve Bickerstaff,
1997). Polimerizasyon ve capraz baglanma sirasinda ortamdaki enzim capraz
baglanma sonucu olusan odaciklara tutuklanmaktadir. En ¢ok kullamlan polimer
N,N’-metilenbisakrilamid ile ¢apraz baglanmis poliakrilamiddir. Y dntem yiksek
derecede ¢apraz bagli bir polimerin enzim ¢ozeltisi icinde olusturulmas: temeline
dayanir. Polimerlesme olustugunda, enzim molekdlleri, ¢apraz baglar arasinda
tutuklanmakta ve cozeltiye gecmeleri engellenmektedir. Capraz bag yuzdes,
enzim molekdllerinin  tutuklanabilecegi ve substrat molekillerinin  enzim
molekullerine ulasabilecegi oranda ayarlanmalidir. Bu yontemin yararlar;; gok
kolay uygulanmasi, gercek bir fiziksel yontem olusu ve ¢cok az bir enzimle
gerceklestirilebilmesi  olarak  siralanabilir.  Yontemin  sakincalart  iseg;
immobilizasyon islemi sirasinda deney kosullarindan kaynaklanan inaktivasyon



ve immobilize edilmis enzimin ancak kicik moleklllli substratlara aktivite
gostermesidir. Substrat molekilt enzimlerin tutuklandigi kafeslerin ¢aplarindan
daha blyuk ise enzim aktif merkezine ulasamaz (Wisemann, 1994).

3.1.2.Mikrokapsilleme

Mikrokapsilleme enzim moleklllerinin yar1 gegirgen bir membran
icinde tutuklanmasindir. Cozeltide enzimlerin serbestligi yakalamaya benzerdir
fakat bogluk sinirlidir. BlyUk proteinler veya enzimler kapsilin i¢ine gegemez,
kuclk substratlar ve Urlnler yari1 gecirgen zardan kolayca gecebilir. Bircok
materyal 10-100 um capinda gesitli mikrokapsilleri olusturmak icin kullamlir
(Gordon ve Bickerstaff, 1997).

Mikrokapsilleme ile hapsetme yonteminde herhangi bir modifikasyon
olmadigindan enzim aktifligi serbest enzim aktifligine gok yakindir. Bu yontem
ile oldukga buylk yuzey-hacim oramna ulasilir. Y lzey-hacim oraninin biyik
olmasi, mikrokapsill igerisinde olusan enzim substrat tepkimesini artirir. Bu
yontemin dezavantaji mikrokapsil olusumu sirasinda yiksek protein derisimine
gerek olmast ve yiksek mol kitleli substrat ve Ortnler icin sinirli olmasidir
(Wisemann, 1994).

3.2. Baglanma

3.2.1. Tasiyiaya Baglanma

Enzim immobilizasyonunda dogal ya da sentetik birgok organik ve
inorganik materyal kullanilmaktadir. Tasiyici membrani, suda ¢oztinmeyen kati
veya polimer olabilir. Tasiyicinin aramlan niteliklere sahip olmasi gerekir. Bu
nitelikler;

Hidrofilik karakter,

Suda ¢oziinmeme,

Gozenekli yap,

Kimyasal ve sicaklik kararliligi,

Mikroorganizmalara kars: direg,



Kovalent baglanmada tasiyicilar uygun tepkime verebilen
fonksiyonel gruplar tasimali,
Ucuzluk ve bol bulunmali,
Toksk 6zellikte olmamals,
Rejenere olabilmelidir.
Tas1yiciya baglamada bir protein olan enzim molekiltntin yapisindan
yararlanilir. Molekdl Uzerindeki islevselgruplar, iyonik gruplar ve hidrofobik
bolgeler bu baglanmada rol oynarlar (Wisemann, 1994).

3.2.1.1. Fiziksel Adsorpsiyon

Enzim immobilizasyonun da en eski ve en basit yontemdir. Y dntem;
ylzey aktif suda ¢oziinmeyen bir adsorbanin enzim ¢ozeltisi ile karistirilmas: ve
enzimin fazlasimn yikanarak giderilmesi temeline dayanmir. Enzim tasiyiciya
cogunlukla Van der Waals kuvvetleri ile baglanir.

Enzim tutuklanmasinda en ¢ok kullanilan destekler aktif karbon,
gbzenekli cam, kalsiyum karbonat, silikajel, bentonit, hidroksiapatit, nisasta ve
kalsiyum fosfattir. 1yi bir tutunma saglanabilmesi icin genellikle tasiyict bir 6n
islemden gegirilir.

Adsorpsiyon ile enzim immobilizasyonu pH, ¢bzgen, iyon siddeti,
enzim-adsorban orant ve sicaklik kosullarina ¢ok baglidir. Bu etmenlerin
hepsi arastirilarak en iyi sonucu elde edebilecek optimum kosullarin belirlenmesi
gerekir. En 6nemli dezavantaji destekten biyokatalizoriin sizintisichr. Desorpsiyon
bircok kosulda olusabilir. pH, sicaklik ve iyonik bagdaki cevresel degisiklikler
desorpsiyonu ilerletebilir. Bazi zamanlar bir enzim kolayca desorbe edilebilir.
Akis hiz1, kabarcik olusmasi ve molekiil-molekil strtinmesi gibi fiziksel faktorler
desorpsiyona yol acabilir. Ozgiil olmayan baglanmada eger substrat, iiriin ve arta
kalan kirlilikler destek ile etkilesirse sorunlar ortaya cikabilir. Vi ve Kpy
parametrelerinin - degismesine yol acabilir. Ayrica destek materyallerine
protonlarin baglanmasi optimum pH’in 1-2 birim degisimiyle sonuclanabilir.
Destege fazla yukleme oldugunda disuk katalitik aktiviteye yol acabilir. Enzim
moleklll ve destek arasindaki uygun alan yoklugunda sterik engele bagli olarak
sorunlar olusabilir (Wisemann, 1994; Gordon ve Bickerstaff, 1997).



3.2.1.2. iyonik Baglanma

Bu yontem iyon degistirme yetenegine sahip suda ¢Ozinmeyen
tastyicilara enzimin iyonik baglanmasi temeline dayanir. Bazi durumlarda iyonik
baglanmanin yaninda fiziksel adsorpsiyon da etkili olmaktadir.

Iyonik baglanma cok 1liman kosullarda gerceklestizinden enzimin
konformasyonunda ve aktif merkezinde degisiklige sebep olmaz. Ancak enzim ile
tastyic1 arasindaki bag kovalent bag kadar guicli olmadigindan enzim kagis1 soz
konusudur (Wisemann, 1994).
3.2.1.3. Kovalent Baglanma

Immobilizasyonun bu yontemi enzim ve destek materyali arasindaki
kovalent baglanmamin olusmasim igerir. Enzim ile suda c¢oziinmeyen
aktiflestirilmis destek arasinda kovalent bag olusumu enzimlerin immobilizasyonu
icin oldukga sk kullanilan bir yontemdir. Bu yontem enzim turevlerinin kararl
olmasimt saglar ve enzimin cozeltiye gegmesini engeller. Kovalent baglanma
genellikle enzimin yapisi ve islevsel gruplarimn bilindigi durumlarda kullanilir.

Kovalent bagli destek-enzim kompleksinin aktifligi dogal enziminkinden
farkli olabilir. Bu farkin biyUkllGgl tasiyict materyalin bicim ve biydklugine,
etkinlesme yonteminin dogasina, tastyici materyalin bilesimine, enzim yapisina ve
tepkime sirasindaki 6zgul kosullara baglidir.

Kovalent baglanma ile immobilizasyon iki basamakta gergeklestirilir.
Birinci basamak destek maddesinin aktiflestirilmesi, ikinci basamak enzimin
kovalent baglanmasi seklindedir. Destek maddesi hidroksil, karboksil, amino, tiyol
gibi islevsel grup tasimalidir. Amino asit islevsel gruplarinin ¢ogu kovalent bag
olusumuna katilmak icin uygundur. Bunlar; arjinin ve lizinin amino gruplar,
glutamat ve aspartatin karboksil gruplari, serin ve tereoninin hidroksil gruplari,
trozininin aromatik zincirleri, histidinin imidazol halkasi, triptofanin indol halkast
ve sisteinin stlfidril gruplaricir. Immobilizasyon tepkimesinde tasiyicilarin icerdigi
aktiflestiriciler olan diazonyum tuzu, asit azid, izosiyonat, imin, imido-ester ve
halojendirler gibi reaktif gruplar enzimlerin bu islevsel gruplar: ile kovalent bag
olustururlar. Kovalent baglanma icin c¢esitli destek materyalleri mevcuttur. Bu
yluzden enzim immobilizasyonu icgin uygun yontem distnuldiginde destegin
avantgj1 ve dezavantaj1 g6z oninde tutulmalidir (Wisemann, 1994).
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3.2.2. Capraz Baglanma

Enzim molekdlleri baska bir destek maddesi olmadan kendi aralarinda
molekdl ici veya molekil arasi ¢apraz baglanarak immobilize olabilirler. Bu
yontem ¢ boyutlu capraz baglanmis enzim olusumu temeline dayanmaktadir.
Capraz baglanma ile enzimlerin immobilizasyonu ¢ok basit olmasina karsin
enzimlerdeki 6zel islevsel gruplarin gapraz baglayici olarak kullanilabilmesi igin
gereken kosullarin secimi zordur. Bu yontemin en 6énemli avantaji, tek bir islemde
enzimleri immobilize etmek icin iki ya da ¢ok fonksiyonlu maddelerin
kullanmlabilmesidir. Bu yontemin dezavantgi ise yuksek aktiflik gdsteren
immobilize enzim elde etmek igin molekiller arasi ¢apraz baglanma tepkimesinin
kontrol  edilmesindeki  zorluklardir. Capraz baglayicti olarak  enzim
immobilizasyonunda diazobenzidin, glutaraldehit, 2,4-diizotiyosiyanotoluen gibi
cok islevli maddeler kullanmlir. Capraz baglanma tepkimesi ¢ok 1liman kosullarda
gerceklesmediginden bazi durumlarda ©nemli Olglide aktivite kaybr sbz
konusudur. Capraz bagli enzimler mekanik bakimdan ¢ok kararsizdir ve simdiye

kadar yalnizca immunolojik testlerde kullanimistir (Wisemann, 1994).

3.3. Immobilizasyonun Avantajlari

Enzimler canli mikroorganizmalarda gosterdikleri kararliligi laboratuvar
kosullarinda  gosterememektedirler.  Bunun nedeni  enzimlerin  kimyasal
katalizorlerden daha az kararli olmasi ve organik cozlculerde veya yuksek
sicakliklarda  kullamlmamasidir.  Enzimlerin - immobilizasyonuyla,  bu
kararsizliklarin cogu ortadan kaldirilirsa da tamamen yok edilememektedir.
Immobilizasyon ile enzimin kararhligi artmakta, tekrar tekrar kullanimi
bulunmakta, tepkimeler kontrol edilebilir olmakta, yuksek saflikta trtnler elde
edilmektedir. Immobilize enzimler serbest hallerine gore inhibisyondan daha az
etkilenirler. Immobilize enzimlerin tekrar kullamlabilme ozellikleri fiyatlarin
Onemli Olglide dustrmekte ve substrat Glglimleri igin uygun enzim kaynaklar
saglamaktadir (Mateo ve ark., 2007).

Deneysel uygulamalar icin bitki ve hayvanlardan elde edilen enzimler,
endustriyel uygulamalar icin ise mikroorganizmalardan elde edilen enzimler

kullanilmaktadir. Bunun nedeni; enzimlerin mikrobiyolojik kaynaklardan tretimi

11



bitki ve hayvanlardan elde edilmesinden daha disik maliyetli olmasi, Uretim
zamanmnin kisa olmasi ve genis aralikta tretim yapilabilmesidir. Mikrobiyolojik
hiicrelerden enzimlerin saflastirilmasi yerine hticrenin tamaminin immobilize
edilmesi daha avantgjlidir. Cunku

1) Hucre iginde mevcut olan enzimler gerekli metabolik yollarda organize
edilirler.

2) Dogal htcrenin yeniden olusumuyla kullanim kararlilig: artar.

3) Hicre materyali saflastirilmis enzimlerden daha ucuz ve daha bol
miktarlarda bulunur.

4) Enzim 6zitleme veya saflastirmaislemine gerek kalmaz.

5) Enzimin aktivitesi igin gerekli koenzimler ve kofaktdrler mevcut olup
yeniden olusma tepkimeleri hicrede mevcut metabolik yontemlerle
gerceklestirilir,

6) Enzim kararlilig1 genellikle artar (Gordon ve Bickerstaff, 1997; Mateo
ve ark.,2007).
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KompoziTLER

Istenen amag icin tek baslarina uygun olmayip farkl: iki veya daha fazla
malzemeyi istenen Ozellikleri saglayacak sekilde belirli sartlar ve oranlarda
fiziksel olarak, makro yamda bir araya getirilerek elde edilen malzemeye
kompozit malzeme denir. Kompozit malzemelerde yapiy1 olusturan bilesenler
birbiri igerisinde ¢ozinmezler, kimyasal olarak tepkimeye girmezler. Ancak
Ozellikle metalik sistemlerde disik oranlarda bile olsa, bir miktar ¢ozinme
bilesenler arasinda kompozit Ozelliklerini etkileyebilen ara yilizey tepkimeleri
gorilebilir. Kompozit malzemelerde cekirdek olarak kullanilan bir fiber malzeme
bulunmakta, bu malzemelerin gevresinde hacimsel olarak cogunlugu olusturan bir
matris malzeme bulunmaktadir. Bu iki malzeme grubundan, fiber malzeme
kompozit malzemenin dayaniklilik ve yik tasima 6zelligini, matris malzeme ise
plastik deformasyona geciste olabilecek catlak ilerlemelerini Onleyici rol
oynamakta ve kompozit malzemenin kopmasin: geciktirmektedir

Kompozit malzeme turleri metal kompozitler, seramik kompozitler ve
polimer kompozitler olarak siniflanchirilabilirler.

Metal Kompoztler (metal matrisli birlesik malzemeler MMC); bir metalik
faz ve bazi takviye malzemelerinden eritme vakum emdirme, sicak presleme ve
difizyon kaynagi gibi ileri yontemler uygulanmasiyla elde edilirler. MMC’ ler
daha ¢cok uzay ve havacilik alanlarinda kullanilir.

Seramik Kompoztler (seramik matrisli birlesik malzemeler CMC); yapisal
ve islevsel nitelikli yiksek teknoloji seramikleri igerirler. Baglicalar1 Al,Os, SIC,
SisNg B4C, TiC' dir. Bu bilesikler degisik yapilarda olup amaca gore bir ya da bir
kagi beraber kullamlarak CMC'ler elde edilir. Sandvi¢ zirhlar, cesitli askeri
amacl parcalar yapimi uzay araglari ve bu Grinlerin baslica kullanim yerleridir.

Polimer Kompoztler; endustride ¢ok genis kullamm alanina sahiptir.
Pekistirici olarak cam ve karbon kullanilir. Polimer kompozitlerde kullanilan en
onemli baglayici malzeme polyester ve epoksidir. Pekistirici liflerin miktari
arttikca kompozitin dayanikliligi yikselir. Polimer kompozitlerin en 6nemli
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6zellikleri yiksek dayaniklihigi ve elastikligidir. Bu 6zelliklerden dolay: diger

malzemelere Ustin durumdadirlar (www.wikipedia.org/wiki/kompozitmalzemd er).

Polimer, cok sayida ayn ya da farkli atomik gruplarin kimyasal baglarla az
ya da ¢ok dizenli bicimde baglanarak olusturdugu uzun zincirli yiksek mol
kitleli bilesiklerdir. Polimerler, hidrofilik ve hidrofobik olarak iki gruba ayrilirlar.
Capraz bagli buylk oranda igine su alabilme yetenegine sahip hidrofilik
polimerler hidrojeller olarak adlandirilir. Bir ya da daha ¢ok sayida monomerin
polimerlesmesi ile hazirlanirlar. Capraz bagli ag yapidaki baglar kovalent ya da
iyonik baglardir. Hidrojellerin su ¢cekme kapasites yalnizca pH, sicaklik, ve
sismedeki iyonik guclere bagli degildir aynt zamanda zincir esnemesi gibi ag
yapinin kimyasal yapisina, ¢apraz bag yogunluguna, hidrofilik isleve baglidir
(Oztop ve ark., 2003).

Kimyasal ve fiziksel yapilarina bagli olarak ndétral, iyonik ve igice
gecmis ag yapilar olmak Uzere U¢ tip hidrojel vardir. Bir polimerin hidrojel
Ozelligi gosterebilmesi icin ana zincir ya da dallarinda hidroksil, karbonil,
karboksil, amin, amid ve silfonil gibi hidrojen bag: olusturabilme 6zelligine sahip
susever gruplarin bulunmasi gerekir. Bu gruplardan dolay: bagli duruma gegen su
nedeniyle jelin hacmi ve kitlesi artar ve jel sismeye baslar. Jeldeki susever
gruplarin artmas ile jelin sismesi de artar. Sismis bir hidrojelde G¢ tir su
bulunmaktadr.

Bagl: su; polimerin polar gruplar: ile hidrojen baglar: yapan sudur.

Ara yizey suyu; polimerin su sevmez grubu gevresinde toplanan ve sikica
bagl1 olmayan sudur.

Serbest (kitle)su; bir bag olmaksizin fiziksel olarak gozenek iginde yer
alan sudur (Ekici, 2002).

Son ylzyilda degisik 6zellikleri olan hidrojellerin biyotip, biyoteknoloji
ve ziraat gibi genis alanda c¢ok yonli uygulamalari oldugundan dolay:
hazirlanmasina ilgi artmistir (Karadag ve ark., 1997a). Biyomateryal olarak
hidrojellerin faydalar1 yasayan dokular ile fiziksel 6zelliklerinin benzerlikleridir.
Bu benzerlikler su icermeleri, yumusaklik, kivam, su ve diger biyolojik
akigskanlar ile dusitk yuizey gerilimine dayamir (Saraydin ve ark., 2004).
Hidrojeller nontoksik olabilirler ve kimyasal olarak kararlidirlar (Karadag ve
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ark., 1997b).

Akrilamid ve maleik asit, kompozit hidrojellerin hazirlanmasinda
yaygin olarak kullamilmaktadir. Renksiz ve kokusuz kristallerden olusan
akrilamid, su, alkol, metanol, dimetil eter ve aseton icgerisinde
¢cOzunebilirken, benzende ve heptanda c¢ozinmeyen bir molekdldir.
Akrilamid oda sicakliginda kararli halde iken; c¢ozindiginde veya
ylikseltgen ajanlarla etkilestirildiginde hizli bir sekilde polimerlesir.
Poliakrilamid (PAAmM) amorf suda ¢ozinen polimerdir, endlstri ve ziraat
alaminda yaygin olarak kullanilir. Poliakrilamid hidrojeller, farkli yan gruplar
icermeleri nedeniyle bulunduklar1 ortamin sicaklik, pH, iyonik siddet ve ¢oziicu
bilesimine duyarli olarak sisme, biyouyumlu olma, metal iyonlarim ve
boyarmadde molekdillerini adsorplama, mekanik dayaniklilik gibi aranan 6zelliklere
sahiptirler (Karadag ve ark., 1997c; Saraydin ve ark., 2002; Solpan ve ark., 2003). Iki
karboksil gruplu maleik asit de benzer ¢zelliklere sahiptir. Akrilamidle birlikte
polimerlestirilerek pek c¢ok anda kullamimaktadir (Saraydin ve ark.,1995;
Karadag ve ark., 2006;). Akrilamid ve maleik asidin kimyasal yapisi Sekil 4.1'de
gosgterilmistir.

Akrilamid Maleik Asit
i oW
|
CH2=C| cC_—C
C =0 ‘
| HOOC COOH
NH

Sekil 4.1. Akrilamid ve maleik asidin kimyasal yapisi.
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KiL

Genelde kil terimi dogal, topraga benzer, ince taneli ve belirli miktarda su ile
karstirildiginda  plastiklesebilen materyalleri  anlatmak igin  kullanidir.  Killer,
feldgpatti volkanik kayaglarin fiziksel ve kimyasal bozunmalariyla, basit bir kimyasal
formtille gosterilemeyen hidratize aliminyum silikatlardan olusmustur (Guiltek,1998).
Mineraloji kaynaklarindakil igin ¢ ayr1 tamm yan yana gorulebilmektedir;
1. Yaricap: | / 256 mm'den daha kigtik olan minerallerin kesri,
2. Kil boyutunda olan sediment parcgaciklarimn timd,
3. Fillosilikat grubunu iceren mineraller

Kil dogada bol miktarda bulunan minerallerdendir. Fakat saf kil bulmak

oldukca zordur. Kilin icerisinde en ¢ok kalker, silis, mika ve demir oksit bulunur.
Genellikle 0,002 mm'den daha kiigik taneli malzemeye kil adi verilmektedir. Kil
sarimtirak, kirmnzimtirak ve esmer olabilir. Bu 6zelligini bilesiminde bulunan
yanict maddeler verir. Kilin yapisi itibariyla su gekme 6zelligi vardir. Bu nedenle
kil daima nemlidir. Kili olusturan maddeler sulu aliminyum silikatlardir. Kil, ¢ok
saf oldugu zaman hidrate altimin silikat (kaolinit) adint alir. Kaolinit'in kimyasal
forml(,Al,03.Si0,.2H,0’ dur (www.egitim.teknolojikarastirmalar.com).

Dogada yaygin olusu, kolay bulunabilmesi, ucuzlugundan dolay: killerin
kullamim gok fazladir. Killer, Gzerinde negatif yik tasirlar bundan dolay: pozitif
yuklt turleri kolayca adsorplayabilirler. Bu adsorplama kilin yizey alam ve
gbzeneklerin buyukltgtyle ilgilidir. Montmorillonit killer en fazla ylizey alanina
ve en yiksek katyon degistirme kapasitesine sahiptir. Bentonit, kaolinit gibi kil
mineralleri hem organik hem de inorganik turleri adsorplayabildigi icin diinyada
genis olarak incelenmektedir (Crini, 2006).

5.1. Sepiyolit

Killer tabaka yapilarindaki farkliliktan dolay: siniflandirilabilirler. Bunlar
montmorillonit, kaolinit, bentonit, sepiyolit’tir (Crini, 2006). Sepiyolit, yiksek
yuzey alan, lifss ve goOzenekli yapisi, fizikokimyasal aktivites vd. gibi
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Ozelliklerinden dolayr adsorban killer arasinda yaygin bir kullamm alanina
sahiptir. Sepiyolit magnezyum hidro silikattan ibaret bir kil minerali olup, yarim
birim hicre i¢in ideal formili Mgs Siz2 Oz (OH)s (OH2)s 8H20 seklindedir
(Rytwo ve ark., 2002; Bektas ve ark., 2004; Cubillo ve ark., 2006; Sabah, 2007;
Ozdemir ve ark., 2007). Dogada saf olarak veya kil ya da kil dis1 minerallerle
(6zellikle dolomit) karisik halde bulunabilir. Ortorombik yapida kristallenen
sepiyolit o ve B olmak Uzere iki degisik polimorfik yapida ¢okelmektedir.
Sepiyolitin ici ve dis yiizey alanlari toplami yaklagik 700 m? g™dir. Yiizey
alamnin bu derece fazla olmasi sepiyolitin indirgenme ve nitrirlenme hizin
onemli olclide artirmaktadir. GOrunim olarak bej, beyaz ve kahverengi olarak
issmlendirilen sepiyolitler icerisinde endistriyel 6nemi en fazla kahverengi
sepiyolittir. Kahverengi sepiyolit silisyumu en fazla dolomiti en az olan
sepiyolittir (www.ttbitak.gov.tr/kulup/projeler/luletasi/gizemli_mineral.htm).

Turkiye'de Sivrihisar, Polatli ve Eskisehir bolgesinde bol miktarda
bulunur. Uzun yillardan beri pipo yapiminda kullamimaktadir (Unal ve Erdogan
1998). Dunya'daki sepiyolit yataklar1 Somali, Tanzanya, Kenya ve Meksika da
bulunmaktadir  Turkiye'deki sedimanter sepiyolitler ile dinyadaki bazi
sepiyolitlerin kimyasal bilesimleri Cizelge 51de verilmistir
(www.gurcanbanger.convcalismalarim/ag10.html).

Cizelge 5.1. Dunyadaki bazi sepiyolitlerin kimyasal bilesimleri.

% Bilesim Konya Eskisehir Ispanya Japonya Madagaskar

Si0; 53.70  55.97 60.60  52.05  52.50
MgO 23.31 22.81 2245 2374  21.31
Al,04 1.15  1.56 1.73 1.03 0.60
Na,O 067  0.12 0.16 _ _
K,O 061  0.27 0.58 _ _
Fe,0s 064  0.77 0.62 0.40 2.99
FeO 0.02 _ _ 0.01 0.70
MnO ~ 0.22 ~ ~ ~
TiO, ~ 0.12 ~ ~ ~
Ca0 0.03  0.57 0.40 0.51 0.47
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Sepiyolit, kristalize olmus kil mineralleri arasinda yaygin ve énemli bir
yere sahip olan filikosilikatlar grubuna ait bir kil mineralidir. Sepiyolit, taban
oksijen diizlemlerinden asag1 veya yukari dogru yonelik sekilde diizenlenmis Si-O
tetrahedronlar: ile brusit benzeri oktahedral tabakalardan olusan bir kristal
yapisina sahiptir. Magnezyum igeren oktahedral tabakali bir merkez ve iki
tetrahedral silika yapraktan olusur (Akyuz ve Akyiz, 2003; Alkan ve ark., 2004,
Tekin ve ark., 2006). YUlzeyde silika yapragin surekliligi nedeniyle 6nemli
miktarda Si-OH gruplar1 yer alir. Y Uzeyindeki fonksiyonel gruplar adsorpsiyon
kapasitesinde rol oynar (Alkan ve ark., 2007). Tepe oksijenleri aym yonde olan
tetrahedronlar, x-eksenine parelel olarak uzanan seritleri olustururken, zit yonde
olanlar1 da oktahedral katyonlara baglanarak lif dogrultusunda (x-ekseni boyunca)
surekli, dik dogrultuda (y-ekseni boyunca) sinirli boyutta 2:1 katmanli yapi
olustururlar (Xie ve Ark., 2007). Sekil 5.1.” de Sepiyolitin yapisi gosterilmistir.

kanallar

.I_‘_

Tuneler (b)
Sekil 5.1. a) Sepiyolitin yapisi b) Sepiyolitdeki kanal ve tineller (Sabah,2007).
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Seritler arasindaki dikdortgen kanallarda, Ca®* ve Mg® iyonlar ile
degisen miktarlarda zeolitik su molekdlleri bulunur. Yap: formilinde (OHy)
olarak goOsterilen su molekilleri ise serit kenarlarindaki oktahedral Mg'a
koordine olurlar.

Farkli konumlarda olmak Uzere sepiyolitin yapisinda dort cesit su
molekult tammlanmustir. Bunlar;

Higroskopik su (kaba nem,): Sepiyolit yiizeyine adsorplanms su molekil .

Zeolitik su: Kendi aralarinda ve bagli su molekdilleri ile hidrojen bag: yaparak kanal
iclerinde veya yuizeyde yerlesmis su molekdl{.

Bag:il su (krigtal suyu): Talk benzeri zincirlerin kenarlarinda bulunan ve yapidaki
oktahedral tabakanin ug magnezyum koordinasyonunda yer alan su molekilti.

Hidroksil suyu (yap: suyu): Yapidaki oktahedral tabakamin ortasinda
magnezyum koordinasyonunda hidroksil gruplarinin bozunmas: sonucu olusan
su molekdl .

Kaygan goranimli ince taneli, topragims bir yapiya sahip tabakali
sepiyolit genellikle beyaz, krem, gri veya pembe renkli olabilmektedir.
Organik madde igerigine bagli olarak, Sivrihisar Glneyi neojen havzasindaki
bazi turlerde oldugu gibi, koyu kahverengi ve siyahims: da olabilir. Madagaskar
ve Cin sepiyolitleri gibi bazi uzun lifsi formlar ise krizotil benzeri beyaz ve agik
sar1 renklidir.

Sedimanter olusumlu, uzun lif demetleri seklinde bulunan -
sepiyolitin (tabakal1 sepiyolit) lif uzunlugu 100 A°-3-5 um, genisligi 100-300
A° ve kalinligi 50-100 A° arasinda degisebilmektedir. Bununla birlikte bu
liflerin uzunluklar1 standart olmayip, dunyamin pek c¢ok yerinde farkl
uzunluklara sahip sepiyolitler bulunmaktadir.

Sepiyolit, gozenekli bir yapiya sahiptir ve ortalama mikrogtzenek
capr 15 A°, mezopor yari ¢ap1 ise 15-45 A° arasinda degismektedir. Yogunlugu
2-2.5 g cm® arasinda olup, cok gézenekli olan tiirlerin yogunlugu zaman zaman
birin altina dusebilmektedir; kurudugu zaman yogunlugu diseceginden suda
yuzme 6zelligi gosterir (Ekici, 2002).
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Sepiyolit zelliklerine bagli olarak degisik amacglarla kullanilir. Sepiyolit
absorpsiyon, katalitik ve reolojik (kalinlagstirma) Ozelliklerine sahiptir.
Adsorpsiyon 6zelligine bagl olarak ciftlik ve ahirlarda koku giderici, tarim ve
bocek ilact tasiyicis, madeni ve bitkisel yaglarin aritilmasi, atik su aritma,
karbonsuz kopya kagidi ve sigara filtreleri, toksin ve bakteri emici mide ilaglari
ile deterjan ve temizlik maddeleri Uretiminde kullanmlir. Katalitik 6zelligine baglt
olarak bazi kimyasallarin tretimi veya donusturilmesi, otomobil eksozu ve baca
filtresi Uretimi, bazi1 sivi yakit islemlerinde kullanilir. Kalinlastirma 6zelligine
bagli olarak ise tarim ilag ve gubreleri, kagit ve benzeri Grlinlerin imalati, yiksek
teknolojili tugla ve seramik Uretimi ve deterjan imalat: gibi islerde yararlanilir

(www.gircanbanger.com).

Sepyolitin absorbsiyon kapasites, diger killerden daha yUksektir. Mekanik
direnc ile birlikte bu 0zellik su ve yag adsorbam olarak ¢ok cesitli alanlarda
kullanimina olanak saglar. Sepiyolit ayrica yiksek oranda nem ve organik buhari
emme kapasitesine sahiptir. Baslangigta absorpsiyon hizi, silika jel veya aktif
aliminaya gore daha dusik olmasina karsin hekzan, benzen ve metil akol gibi
organik sivilar1 cok daha yiksek kapasitede absorbe edebilir.

Sepiyolit su veya diger sivilarla, nispeten disik yogunluklarda yuksek
viskoziteli ve duyarli slspansiyonlar olusturur.  Sepiyolitten  yapilan
stispansiyonlar tiksotropik 6zellik gosterdiginden, kozmetik, yapistirict ve gibre
slispansiyonlarinda kalinlastirici olarak kullanilir. Sepiyolit ayrica diger killere
gore tuzlu ortama daha duyarlidir ve bu nedenle 6zellikle petrol sondajlarinda
camur malzemesi olarak kullanilir. pH; 8 e kadar faydal1 6zelliklerini korur, ancak
pH>9 oldugu kosullarda peptizasyon viskozitede ani bir disise neden olur.

Reolojik 0zelliklerinden dolay: kullanildig: alanlar sunlardir

1. Cozelti kahinlastirici ve tiksotropik ©zellikleri nedeniyle boya, asfalt
kaplamalar1, gres yagi ve kozmetik trtinlerde

2. Yuksek elektrolit derisimi ve sicakliga sahip derin sondajlarda camur
malzemesi olarak
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3. Tarnimda toprak dizenleyiciss olarak tohum kaplama ve gubre
slispansiyonlarinda hasere ve bdcek ilaglari tagiyicisi olarak

4. Baglayic1 6zelliginden dolay1 eczacilikta ve katalizor tasiyici pelet ve tablet
olarak

5. Kagit, mukavva, filtre, duvar kagich ve kauguk sanayilerinde dolgu maddesi
olarak

6. Tuglave seramik Urtinlerinde

7. Deterjan endustrisinde

(http://journals.tubitak.gov.tr/engineering)
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Komprozit HiproJELLERIN K ARAK TERIZASYONU

Farkli kimyasal yapidaki iki ya da daha fazla sayida malzemenin, sinirlarin
ve Ozelliklerini koruyarak olusturdugu malzemeler olan kompozit hidrojellerin
hazirlandiktan sonra 6zelliklerinin arastirilmas: ¢alismalart yapilmalidir. Cinki
kompozit malzemeler kendisini olusturan bilesenlerden birinin tek basina sahip
olamadigi 6zelliklere sahiptir.

Kompozitler hidrojellerin  karakterizasyonu igin kullamlan en temel
yontemler spektroskopik ve 1sisal  Ozelliklerinin - tanimlanmasina  yonelik
yontemlerdir. Bunlarin yam sira sisme 6zelliklerinin, difizyon tirt ve difiizyon

mekanizmasinin arastirilmasi gerekir.

6.1. Spektroskopik Ozellikler

Kompozit hidrojellerin karakterizasyonunda kullanmlan spektroskopik
yontemlerden biri infrared (IR) spektroskopisidir. Gunimuzde dustk derisimdeki
orneklerle calisabilen, en zayif sogurumlar: bile duyarlilikla dlcebilen Fourier
donisumli IR spektrofotometreleri (FTIR) kullamimaktadir (Rabek, 1980).

6.2. |aisal Ozellikler

Kompozit hidrojellerin 1sisal  kararliliginin  incelenmesinde  kullanilan
yontemlerden biri termogravimetrik (TG) analizdir. Polimerler isitildiklarinda
fiziksel ve kimyasal degisikliklere ugrarlar. Isisal bozunma sirasinda genellikle
kitle kayb1 ve 1s1 alis verisi olur. Isisal bozunma sirasinda olusan ugucu Grinler
nedeniyle ortaya ¢ikan kitle kaybi termogravimetri ile incelenir. Kitle kaybi
zamanin ve sicakligin bir fonksiyonu olarak kaydedilir.

6.3. Sisme Davranisi ve Diflizyon Tur

Capraz bagli ag yapili polimerler olan hidrojeller uygun ¢dziict ortamina
konduktan sonra ¢oziicinin yapiya girmesi ile siserler. Kompozit hidrojellerin
karakterizasyonunda sisme kinetiginin incelenmesi  difizyon turd  ve
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mekanizmasinin aydinlatilmasinda 6nemlidir. Polimerik yapilarin sisme Kinetigi
ve difiizyon turinun agiklanmasinda kullanilan en temel yasalar Fick yasalaridir.
Polimerlerin sisme kinetigi;

F= kt" 2
esitligi yardimiyla incelenmektedir. Bu esitlikte F; jelin t amnda aldig1 ¢ozicu
miktarinin dengede alinan ¢oziici miktarina orans, K; jelin ag yapisina bagli olarak
degisen bir sabit, n; ¢dzucinun difizyon tirini gosteren diftizyon Ustelidir ve
sisme kesri olarak tammlanr.

Polimerlerde ¢dzicunin difiizyon hizi ve ¢dzict sisteminin durulma hizi
sismeyi denetleyen iki onemli parametredir. Diflizyon turii ve mekanizmasi bu
parametrelere bagli olarak asagidaki siniflandirmaya gore yapilir;

1. Fick tipi difiizyon (Durum I): Durulma hizinin diftizyon hizindan daha buyuk
oldugu ve denge sisme degerine kisa sirede ulasildigi difiizyon turiadar. Bu
durumdaki sisme diflizyon ile denetlenir ve polimerik yapiya giren ya da yapidan
¢ikan turdn miktari zamamn karekoku ile orantili olarak artar (n=0,5).

2. Stper durum Il (Durum I1): Difuzyon hizinin durulma hizindan daha biyik
oldugu difizyon tarudir (n=1).

3. Fick tipi olmayan ya da anormal tip diftizyon (Durum I11): Sisme Uzerinde
difiizlenme ve durulmanmin ayni anda etkin oldugu diftizyon turtdir (0,5< n< 1).

Diflizyon turdnin belirlenmesi igin n parametresinin bilinmesi gerekir.
Diflzyon Usteli n, sismenin henliz dengeye ulasmadig1 bolgede, jele giren ¢oziicl
kesrinin %60’ 11k kesimini olusturdugu (F < 0,6 ) zaman araligina kadar In F-Int
grafiginin egiminden hesaplanir (Peppas ve Ritger, 1987).
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GEREC VE Y ONTEM

7.1. DENEYLERIN YAPILDIGI YER VE TARIH

Bu calisma Cumhuriyet Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya
BOlUmU Biyokimya Arastirma laboratuvar:, Hidrojel Arastirma Laboratuvari,
Hacettepe Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Bolimi ve Inoni
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Bolimir' nde Haziran 2005-Temmuz
2007 tarihleri arasinda yapil mistur.

7.2. KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

Deneylerde kullamlan kimyasal maddelerden; CH3;COOH, CH3;COONa,
NagHPO,;, NaHPO;, H,SO, akrilamid (AAm), N,N’-metilenbisakrilamid
(NNMBA), amonyum persilfat (APS), HCI, NaOH Merck (Darmstadt,
Germany) firmasindan, sukroz, invertaz (EC.3.2.1.26), glukoz deney kiti, maleik
asit (MA), N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin (TEMED) Sigma (St. Louis, USA)
firmasindan sagland.

7.3. KULLANILAN CIHAZLAR

Deneylerde Unicam 400 S UV-VIS spektrofotometre, Nicolet-520
Fourier DOnusimlt Infrared Spektrofotometresi (FTIR), Shimadzu 50 model
Termogravimetrik Analizér (TGA), Grant-W14 su banyosu, Selecta calkalamali
karistirici, Orion 250 A pH metre, Sartorius BA 110S terazi kullanildi.

7.4. KOMPOZIT HIDROJELLERIN HAZIRLANMASI

Invertaz immobilizasyonunda kullamlmak Uizere secilen akrilamid bazl
kompozit hidrojeller, akrilamid-sepiyolit (AAm-Sep) ve akrilamid-sepiyolit-
maleik asit (AAm-Sep-MA) hidrojelleridir. AAmM-Sep kompozit hidrojellerinin
hazirlanmasi icin 14 x 10° mol AAm monomeri, 0.17 mmol NNMBA, 50 mg
sepiyolit suda ¢ozulmis, baslatict olarak 0.307 mmol APS, eklendikten sonra,
hizlandirict olarak da 25 mmol TEMED eklenip, 3-4 mm capinda pipetlere
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doldurulmus oda sicakhiginda (22 °C' ta) bekletilmistir. AAm-Sep-MA kompozit
hidrojellerinin hazirlanmasi icin ise; 3,44 x 10 mol MA ve 14 x 10° mol AAm
monomerleri, 50 mg sepiyolit, 0.17 mmol NNMBA suda ¢6zilmus, baslatici
olarak 0.307 mmol APS, hizlandirici olarak da 25 mmol TEMED eklendikten
sonra pipetlere doldurulmus oda sicakliginda (22 °C'ta) bekletilmistir. Uzun
silindirik yapida elde edilen kompozit hidrojeller pipetlerden cikarilarak 34 mm
boyutlarinda kesilmis, ¢ift damitik suda yikamp havada ve vakum ettivinde

kurutulmustur.

75. AAm-Sep ve AAmM-Sep-MA KOMPOZIT HIDROJELLERININ
KARAKTERIZASY ONU

7.5.1. Spektroskopik Analiz

Hazirlanan kompozit hidrojellerin spektroskopik analizi icin Nicolet-520
marka FTIR kullamldi. AAm-Sep, AAm-Sep-MA ornekleri dgitulerek KBr ile
disk haline getirildikten sonra 500-4000 cm™ dalga sayisi araliginda FTIR
spektrumlar: alindh.

7.5.2. lsasal Analiz

Hazirlanan kompozit hidrojellerin 1sisal analizi igin termogravimetrik
analiz yapildi. Yaklasik 10 mg tartilarak ogutulen kuru érneklerin azot gazi (25
mL dk™) ortaminda ve 10 °C dk™* isitma hizinda Shimadzu 50 termogravimetrik
analizorde termogramlar1 alindu.

7.5.3. Sisme Deneyleri

Hazirlanan kompozit hidrojellerin dinamik sisme, pH duyarli denge
sisme ve donlstiml U denge sisme denemeleri kitle 6lcim yontemiyle yapildi.

7.5.3.1. Dinamik Sisme Deneyleri

Sisme kinetiginin incelenmesi icin dinamik sisme denemeleri 25 °C ve 60
°C sicakliklarda yapildi. 0,0125-0,0130 g araliginda kuru AAm-Sep ve AAmM-
Sep-MA kompozit hidrojelleri 30 mL ¢ift damitik suyun icine konarak sismeye
birakildi. Duzenli zaman araliklarinda kompozit hidrojeller sudan alinarak
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ylzeyindeki su kurulanip tartildi ve yeniden damitik su icine kondu. Bu islemlere
sabit bir kitle elde edilene kadar devam edildi.

7.5.3.2. pH Duyar Denge Sisme Deneyleri

Degisik pH'taki (pH; 3-11) denge sisme denemeleri icin 50 mM
CH3COOH-CH3;COONa ve 50 mM KH,PO4-K,HPO,4 tamponlar: kullamldi. Kuru
kitlesi tartilan AAmM-Sep ve AAM-Sep-MA oOrnekleri tampon ¢ozeltilere konarak
25 °C ve 60 °C sicakliklarda dengeye gelmeleri beklendi. Dengede sisen
hidrojeller ¢ozeltilerden alinarak kurulanip tartildh.

7.5.3.3. pH Duyar i Dontusumli Denge Sisme Deneyleri

pH duyarli donisimli denge sisme denemeleri icin pH; 3 ve 8 olan 50
mM asetat ve 50 mM fosfat tamponlar: kullanildi. Kuru kitlesi tartilan AAm-Sep
ve AAM-Sep-MA ornekleri pH; 3 tampon ¢ozeltisinde; 25 °C sicaklikta dengeye
ulasana dek bekletildi. Sismis hidrojeller kurulamp tartildiktan sonra pH; 8
tamponu icine konarak 25 °C sicaklikta dengeye ulasana dek bekletildi. Dengeye
gelen hidrojeller kurulamp tartildiktan sonra pH; 3 icerisine tekrar atildi. Bu
sekilde denge sisme dlcimleri strduralda.

7.6. INVERTAZIN AAmM-Sep ve AAmM-Sep-MA KOMPOZIT HIDROJEL-
LERE iMMOBILiZASYONU

Invertazin immobilizasyonu igin uygun kosullarin belirlenmesi amaciyla
yapilmas: gerekli deneyler cozeltide protein analizinde karsilasilan sorunlar
nedeniyle gerceklestirilemedi. Bunun yerine literatirde invertazin degisik
desteklere immobilizasyonu igin verilen kosullar uygulandi. Yapilan aktivite
analizinde aralarinda bir fark bulunamadi. Bu nedenle bu ydntemlerin iginden
kompozitlerin damitik su icindeki invertazla 22 °C'ta 3 saat bekletilmesiyle
gerceklestirilen immobilizasyon yontemi kullamildi.

Invertazin immobilizasyonu icin; AAmM-Sep ve AAm-Sep-MA kompozit
hidrojellerlerden yaklasik olarak 1 g tartildi ve 50 mL 1 mg mL™ "Ik invertaz
cozeltisi icine eklendi. Calkalamal1 karistiricida 22 °C'ta 150 rpm karistrmacile 3
saat bekletildi. AAm-Sep'e immobilize olmus invertazlar (AAm-Sep-Inv) ve
AAM-Sep-MA’e immobilize olmus invertazlar (AAM-Sep-MA-Inv) damitik su ve
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50 mM asetik asit-asetat tamponunda (pH; 4,8) yikandi. Denemelerde kullanilana
dek AAmM-Sep-Inv ve AAmM-Sep-MA-Inv kompozit hidrojelleri +4 °C sicaklikta
sakland.

7.7. SERBEST iNVERTAZ DENEYLERI

Serbest invertazla optimum pH ve optimum sicakligin belirlenmesi,
kinetik parametreler olan K ve V' 1n bulunmasi, termal kararlilik ve saklama
kararliliginin arastirilmasi deneyleri yapildi. Serbest ve immobilize invertazin
aktivitesi sukrozun invertaz katalizli hidrolizi sonucu birim zamanda olusan
glukoz  miktarimin  spektrofotometrik  yontemle Olgimi  ile  saptand:
(Bergmeyer,1974).

7.7.1. Serbest invertazin Aktivite Analizi

Serbest invertazin aktivitesinin saptanmasi icin diger bolumlerde istenen
amaca uygun pH degerindeki tampon c¢ozeltilerde hazirlanmis degisik
derisimlerdeki sukroz ¢ozeltileri 37 °C'ta 5 dakika bekletilerek dengeye gelmeleri
saglandi. Bu gozeltilere 100 pL 1 mg mi™ lik invertaz eklenip 37 °C’ta 15 dakika
inktibe edildi. Tepkimenin durdurulmasi icin érnekler kaynar su banyosunda 5 dk
bekletildi.

Sukroz hidrolizi sonucu olusan glukoz miktarimin saptanmast igin standart
olarak % 0.1’lik benzoik asit icindeki 1 mg mL™ derisimde glukoz cozeltisi
kullamldi. Kor deneme icin damitik su kullanildi. Ornekler, standart ve kore
glukoz deney kiti (glukoz oksidaz, peroksidaz ve o-dianisidin igerir) eklendikten
sonra 37 °C’ta 30 dakika bekletildi. Her bir 6rnege 12 N H,SO, eklenerek tepkime
durduruldu. Orneklerin  ve sandartin  sogurumu  kore karst UV-VIS
spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda okundu.

7.7.2. Serbest invertazin Optimum pH’ simin Belirlenmesi

Serbest invertazin optimum pH’ sinin belirlenmesi icin farkli pH’ larda (50
mM CH3COOH-CH3;COONa pH; 3,4,5,55 ve 50 mM KH,PO,-K,HPO, pH;
6,7,8) tampon cozeltiler hazirlandi. Bu tampon ¢ozeltilerden 100 mM 20 mL
sukroz gozeltisi hazirlanarak 37 °C’'ta 5 dakika bekletildi. 100 uL 1 mg mi™lik
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invertaz eklenip 37 °C’'de 15 dakika inkiibe edildi. Tepkimenin durmas icin
kaynar su banyosunda 5 dakika bekletilen orneklerdeki glukoz miktari Bolum
7.7.1' deki yonteme gore saptand.

7.7.3. Serbest invertazin Optimum Sicakhigimin Belirlenmesi

Serbest invertazin optimum sicakliginin belirlenmesi igin; 50 mM asetat
(pH; 5) tamponunda hazirlanmis 100 mM 20 mL sukroz c¢ozeltileri degisik
sicakliklarda (20, 30, 35, 40, 50, 60, 70 °C) 5 dakika bekletildi. Bu ¢ozeltilere 100
uL (Img mL™) invertaz eklenerek her biri kendi sicakhiginda 15 dakika inkiibe
edildi. Tepkimenin durmasi icin kaynar su banyosunda 5 dakika beklendikten
sonra drneklerdeki glukoz miktar:1 Bolum 7.7.1' deki yonteme gore saptandi.

7.7.4. Serbest invertazin Kinetik Parametreerinin Bulunmas

Serbest invertazin optimum sicaklik ve optimum pH’1 belirlendikten
sonra optimum pH’daki (pH; 5) tampon ¢ozeltilerde degisik derisimlerde sukroz
cozdtileri (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 100, 200, 300 mM) hazirlandi. Bu
cozeltilere invertaz eklenerek optimum sicaklikta (30 °C) sukroz hidrolizi ve
glukoz analizi (B6lim 7.7.1) uygulandi.

7.7.5. Serbest Invertazin Termal Karar hihig

Serbest invertazin termal kararliligimin belirlenmesi amaciyla; 50 mM
asetat (pH; 4,8) tamponunda 1 mg mL™ lik enzim ¢ozeltisi hazirlanip 50 °C ve 70
°C sicakliklarda bekletildi. Belli zamanlarda bu ¢ozeltiden alinan 100 pL enzim
100 mM 20 mL sukroz ¢ozeltilerine eklendi, optimum pH (pH; 5) ve sicaklikta
(30 °C) sukroz hidrolizi gerceklestirilerek glukoz analizi BOlim 7.7.1 deki

yonteme gore yapildi.

7.7.6. Serbest invertazin Saklama K ararlihg

Serbest invertazin saklama kararliligimn belirlenmesi icin; 10 mL 1 mg
mL™ enzim ¢ozeltisi hazirland: ve +4 °C’de saklandi. Bu ¢ozeltiden belli zaman
araliklarinda 100 puL enzim alinarak 100 mM 20 mL sukroz ¢ozeltilerine eklendi,
optimum pH (pH; 5) ve sicaklikta (30 °C) sukroz hidrolizi gerceklestirilerek
glukoz analizi BOlum 7.7.1' deki yonteme gore yapildi.
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7.8.IMMOBILiZE INVERTAZ DENEYLERI

Immobilize invertazin karakterizasyonu icin AAm-Sep-Inv ve AAmM-Sep-
MA-Inv kompozit hidrojellerinin FTIR spektrumlart alindi. Optimum pH ve
optimum sicakligin belirlenmesi, kinetik parametreler olan Ky, ve Vipad1n
bulunmasi, termal kararlilik, saklama kararliligi, pH kararliligi ve kullamm
kararliliginin arastirilmasi deneyleri yapildi. Serbest ve immobilize invertazin
aktivitesi sukrozun invertaz katalizli hidrolizi sonucu birim zamanda olusan

glukoz miktarinin spektrofotometrik yontemle 6lcuimu ile saptandi.

7.8.1. AAM-Sep-Inv. ve AAmM-Sep-MA-Inv Kompozit Hidrojellerinin
K arakterizasyonu

Hazirlanan kompozit hidrojellerin karakterizasyonu icin AAm-Sep-1nv
ve AAm-Sep-MA-Inv Ornekleri 6gitilerek KBr ile disk haline getirildikten sonra
500-4000 cm™* dalga sayist araliginda FTIR spektrumlar: alinmustur.

7.8.2. AAm-Sep-Inv ve AAm-Sep-M A-Inv’in Aktivite Analizi

AAM-Sep-Inv ve AAM-Sep-MA-Inv' 1in aktivitesinin saptanmasi igin
istenen pH degerindeki tampon cozeltilerde hazirlanmis degisik derisimlerdeki
sukroz gozeltileri 37 °C’'ta 5 dakika bekletilerek dengeye gelmeleri saglandi. Bu
cozeltilere yaklasik 0.6 g sismis AAm-Sep-Inv ve AAm-Sep-MA-Inv eklenip 37
°C'ta 15 dakika inkibe edildi. Tepkimenin durdurulmas: icin kompozitler
ortamdan uzaklastirildi. Orneklerdeki glukoz analizi Bolum 7.7.1'deki yonteme
goére yapildr.

7.8.3. AAm-Sep-Inv ve AAmM-Sep-M A-Inv’'1in Optimum pH’sinin Belirlenmes

AAM-Sep-Inv ve AAM-Sep-MA-Inv' in optimum pH’sinin belirlenmesi
icin; farkli pH’larda (50 mM CH3COOH-CH3COONa pH; 3, 4, 5, 5,5 ve 50 mM
KH,PO4-K,HPO, pH; 6, 7, 8) tampon coOzeltiler hazirlandi. Bu tampon
cozeltilerden 100 mM 20 mL sukroz c¢ozeltisi hazirlanarak 37 °C'ta 5 dakika
bekletilip dengeye gelmesi saglandi. Yaklasik 0,6 g sismis AAm-Sep-Inv ve
AAM-Sep-MA-Inv hidrojelleri eklenip 37 °C'ta 15 dakika inkube edildi. Sukroz
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hidrolizi sonucu kompozit hidrojeller ¢ozeltiden alindi. Olusan glukoz miktar:
Bolim 7.7.1’ deki yonteme goére bulundu.

7.84. AAmM-Sep-lnv ve AAmM-Sep-MA-Inv'in  Optimum  Sicakhginin
Belirlenmes

AAM-Sep-Inv - ve AAmM-Sep-MA-Inviin  optimum  sicakligimn
belirlenmesi amaciyla, AAmM-Sep-Inv icin 50 mM CH3COOH-CH3;COONa (pH;
5,5), AAm-Sep-MA-Inv icin 50 mM KH2PO4s-K;HPO,4 (pH; 6) (optimum pH
degerleri) tamponunda hazirlanmms 100 mM 20 mL sukroz c¢ozeltileri degisik
sicakliklarda (20, 30, 40, 50, 60, 70 °C) 5 dakika bekletildi. Y aklasik 0,6 g sismis
AAM-Sep-Inv ve AAm-Sep-MA-Inv kompozit hidrojelleri eklenip her biri kendi
sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi. Sukroz hidrolizi sonucu kompozit hidrojeller
¢Ozeltiden alindi. Olusan glukoz miktar1 Bolum 7.7.1' deki yonteme gore bulundu.

7.85. AAmM-Sep-Inv ve AAmM-Sep-MA-Inv'In Kinetik Parametrelerinin

Bulunmas

AAM-Sep-Inv ve AAmM-Sep-MA-Inv'in optimum sicaklik ve optimum
pH'1 belirlendikten sonra optimum pH'daki tampon c¢ozeltilerde degisik
derisimlerde sukroz c¢ozeltileri (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 100, 200, 300
mM) hazirlandi. Bu ¢Ozeltilere yaklasik 0,6 g AAm-Sep-Inv ve AAM-Sep-MA-
Inv hidrojelleri eklenip optimum sicakliklarinda sukroz hidrolizi ve glukoz analizi
Bolim 7.7.1’ deki yonteme gore uygulandh.

7.8.6. AAm-Sep-Inv ve AAmM-Sep-M A-Inv’'in Termal Kararhhg:

AAM-Sep-Inv ve AAmM-Sep-MA-Inv' in termal kararliliginin belirlenmesi
icin; sismis AAM-Sep-Inv ve AAm-Sep-MA-Inv kompozit hidrojellerinden 2 g
tartild: ve 50 mL 50 mM asetat tamponuna (pH; 4,8) konarak 50 °C sicaklikta
bekletildi. Belli zamanlarda bu kompozit hidrojellerden yaklasik 0,3 g alinarak
tamponda (pH; 4,8) ve damitik suda yikandiktan sonra kendi optimum pH’sinda
hazirlanan 100 mM 20 mL sukroz c¢ozeltilerine eklendi. Sukroz hidrolizi
yapildiktan sonra hidrojeller ¢ozeltiden alimip olusan glukoz miktart BOIUm
7.7.1' deki yonteme gore bulundu. Ayni islemler 70 °C sicaklikta tekrarlanch.
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7.8.7. AAm-Sep-Inv ve AAm-Sep-M A-Inv’1n Saklama K arar lilig

Saklama kararliliginin belirlenmesi igin; AAm-Sep-Inv ve AAmM-Sep-
MA-Inv kompozit hidrojellerinin optimum sicaklik ve pH’ta sukroz hidrolizi ile
aktivitesi belirlendikten sonra bu hidrojeller 50 mM asetat tampona (pH; 4,8)
konarak +4 °C'ta bekletildi. Belli slirelerde bu ¢ozeltiden alinan hidrojeller sukroz
hidrolizi ve glukoz analizi deneylerinde kullanildh.

7.8.8. AAm-Sep-Inv ve AAM-Sep-M A-Inv'in pH Karar lihg

pH kararlihgimn belirlenmesi icin; yaklasik 0,6 g AAM-Sep-Inv ve
AAM-Sep-MA-Inv ornekleri tartilip degisik pH’lardaki (50 mM CH3;COOH-
CH3;COONa pH; 3, 4, 5, 5,5 ve 50 mM KH,PO4-K,;HPO, pH; 6, 7, 8) tampon
cozeltiler icine kondu ve 30 dakika bekletildi. Buradan c¢ikarilan kompozit
hidrojellerin sukroz analizi kendi optimum pH tamponunda hazirlanmig 100 mM
20 mL sukroz cozeltileri ile optimum sicakliklarinda yapildi. Hidrojeller
¢Ozeltiden alindiktan sonra olusan glukoz miktar: Bélim 7.7.1’ deki yonteme gore

bulundu.

7.8.9. AAm-Sep-Inv ve AAmM-Sep-M A-Inv'in Kullamm Karar lihg

AAM-Sep-Inv - ve  AAM-Sep-MA-Inv'in  kullannm  kararhiliginin
belirlenmesi amaciyla; sismis AAM-Sep-Inv ve AAm-Sep-MA-Inv kompozit
hidrojellerinden yaklasik 0,3 g tartilarak 100 mM 20 mL sukroz ¢ozeltisi ile kendi
optimum pH ve optimum sicakliklarinda sukroz hidrolizi gergeklestirilip glukoz
analizi yapildi. Ayni hidrojeller damitik su ve 50 mM asetat tamponunda (pH; 4,8)
yikandiktan sonra 100 mM 20 mL sukroz ¢ozeltisi ile kendi optimum pH’ sinda ve
optimum sicakliklarinda yeniden sukroz ve glukoz analizinde kullanildi. Bu
isleme aktivite disene kadar devam edildi.
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BuLcuLAR

8.1. KOMPOZIT HIDROJELLERIN HAZIRLANMAS

Invertaz immobilizasyonunda kullamlmak Uizere akrilamid bazli kompozit
hidrojellerden akrilamid-sepiyolit (AAmM-Sep) ve akrilamid-sepiyolit-maleik asit
(AAM-Sep-MA) kompozit hidrojelleri segilmistir. AAm-Sep hidrojelleri, AAm
monomer, sepiyolit, ¢capraz baglayici olarak NNMBA, baslatici olarak APS ve
hizlandirici olarak TEMED varliginda ¢ozeltide radikalik katilma tepkimesi ile
hazirlanmiglardir. AAM-Sep-MA kompozit hidrojelleri ise aym karisima MA
monomeri eklenerek hazirlanmustir.

Hazirlanan AAm-Sep ve AAM-Sep-MA kompozit hidrojellerin kuru halde
ve 25 °C'ta pH; 3 ve 8de sismis haldeki fotograflari Sekil 8.1 ve 8.2'de
gogerilmistir. Kuru iken sert olan hidrojeller sisirildiginde yumusamuslardir.
Kompozit hidrojeller kuru ya da sismis halde silindirik kalibin geometrisini

korumustur. Ayrica sisme sonucu kopma ya da pargalanma olmamustir.

AAM-Sep ve AAmM-Sep-MA kompozit hidrojellerinin ¢ozeltide radikalik
katilma tepkimesine ait olasi polimerlesme mekanizmasi baglama, buyime ve
sonlanma basamaklar1 halinde Sema 8.1, 8.2 ve 8.3’ de sunulmustur.
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Sekil 8.1 Kuru ve sismis haldeki AAmM-Sep kompozit hidrojellerin fotografi

AAm-Sep-MA 25 'C pH= 25 'C pH=8

e el REREEEEFEE NIRRT H---np-e'l--ll
-....,..Edu.!h.u._u‘..u.n.up_qwh._l.l.* . s r...."-.__n.#. e i .... -

Sekil 8.2 Kuru ve sismis haldeki AAm-Sep-MA kompozit hidrojellerin fotografi
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Sema 8.1. AAm'in polimerlesme mekanizmasi
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Sema 8.3. Kompozit hidrojel olusumu
8.2. KOMPOZIT HIDROJELLERIN KARAKTERIZASYONU

Invertaz immobilizasyonunda kullanilmak Uzere hazirlanan AAm-Sep ve
AAM-Sep-MA kompozit hidrojellerinin karakterizasyonu igin FTIR, TG analizleri
ve sisme deneyleri yapilmistir.

8.2.1. Spektroskopik Analiz

Hazirlanan kompozitlerin kimyasal yapilarint aydinlatmak icin gerekli
gpektroskopik  incelemeler, FTIR  spektrofotometresi  ile  yapilmustur.
Kompozitlerin sentezinde kullamlan akrilamid, maleik asit, sepiyolit arasindaki
etkilesimleri incelemek icin AAm-Sep ve AAM-Sep-MA kompozitlerinin FTIR
spektrumlar: alinarak Sekil 8.3 ve 8.4'te sunulmustur.

Kompozit hidrojellerin FTIR spektrumunda karakteristik bant olarak 3000-
3500 cm* arasinda AAm'teki -NH ve sepiyolitteki OH bandi, 1670 cm™ de
AAM in CO-NH band: 1030 cm™ de sepiyolitin Si-O band: gorillmektedir. 8.4‘te
ayrica 1710'da MA’in COOH bandi gorulmektedir (Cai ve ark. 2007; Erbil ve
ark., 2004; Kasgoz 2005; Zhang ve Wang 2007).
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Sekil 8.3 AAm-Sep kompozit hidrojelinin FTIR spektrumu
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Sekil 8.4 AAmM-Sep-MA kompozit hidrojelinin FTIR spektrumu
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8.2.2. lasal Analiz (TG)

Hazirlanan AAm-Sep ve AAm-Sep-MA kompozit hidrojellerinin 1sisal
bozunmalarinin incelenmesi icin 10 °C dk™ isitma hizinda, azot atmosferinde
termogramlar: alinmis ve Sekil 8.5 ile Sekil 8.6'da sunulmustur.

Termogramlardan kompozitlerin cok basamakli 1sisal bozunma tepkimesi
verdigi gortlmektedir. Yaklagik 200 °C’a kadar ilk kitle kayb: yapidaki bagl
suyun uzaklasmasindan ileri gelen su kaybimi goserir. Bu sicakliga kadar
kompozitlerde yapisal bozunma gozlememektedir. 200400 °C arasindaki
bozunma siirecinde molekil ici ve molekiller arast bozunma ile imidlesme
gerceklesmistir. 400 °C Uzerine zincir kirilmasi gozlenmektedir. 600 °C sicaklikta
hala kitle bulunmast kompozitlerin isisal kararliligim gostermektedir.
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Sekil 8.5 AAm-Sep kompozit hidrojelinin termogram
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Sekil 8.6 AAm-Sep-MA kompozit hidrojelinin termogrami

8.2.3. Sisme Deneyleri

Hidrojellerin ¢oziicl ortaminda sisebilmeleri ¢oziicli ve hidrojelin dogasi
ile yakindan ilgilidir. Hazirlanan kompozit hidrojellerin sisme davranisinin
arastirilmast icin dinamik sisme, pH duyarli denge sisme ve donisimli denge
sisme denemeleri kitle 6lcim yontemiyle yapilmistir.

8.2.3.1. Dinamik Sisme

AAM-Sep ve AAM-Sep-MA kompozit hidrojellerinin dinamik sisme
deneyleri kitlesi 6lctilmis (mo) kuru kompozitlerin damitik suya eklenmesi ile iki
farklh sicaklikta (25 °C ve 60 °C) gerceklestirilmistir. Belli zaman araliklarinda
kompozitler, sudan alimp kurutularak yizey suyundan arindirilmis ve sismis
kompozitlerin kitlesi (my) bulunmustur. % sisme (% S) degerleri esitlik 3'den
hesaplanmustir.

%S:mt- mo

x100 3

Hesaplanan % S degerlerinin zamanla degisimini gosteren grafikler Sekil
8.7. ve Sekil 8.8'de gosterilmistir.
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Sekil 8.7 AAm-Sep ve AAM-Sep-MA kompozit hidrojellerinin 25 °C’tasisme
davranisinin zamanla degisimi (o; AAM-Sep, o; AAM-Sep-MA)
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Sekil 8.8 AAM-Sep ve AAM-Sep-MA kompozit hidrojellerinin 60 °C’ta sisme
davranisinin zamanla degisimi (o; AAM-Sep, o; AAM-Sep-MA)
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Sekil 8.7. ve 8.8'den goruldigt gibi kompozit hidrojellerin sismesi
zamanla artmis ve belli bir siire sonunda sabit bir degere ulasmistir. Sismenin bu
degeri denge sisme degeri olarak tanumlanir. He iki sekilden goérilecegi gibi
AAmM-Sep-MA kompozitleri AAm-Sep kompozitlerine gére daha fazla sismistir.

Sicakhigin sismeye etkinin incelenebilmesi icin AAM-Sep kompozit
hidrojellerinin 25 °C ve 60 °C'taki sisme egrileri Sekil 8.9'da AAmM-Sep-MA
kompozit hidrojellerininki ise Sekil 8.10'da gosterilmistir. AAm-Sep kompozit
hidrojellerinin sismesini sicaklik yukselmesi ¢ok az bir fark yaratirken, AAm-Sep-
MA kompozit hidrojellerinin sismesi sicaklik yikselmes ile yaklasik % 20

oramnda artmustir.

AAM-Sep ve AAM-Sep-MA kompozit hidrojellerinin sismesi ikinci
derece kinetige uygulanabilir.

t/S=A+Bt (4)

Burada B=1/Sya; maksimum sisme veya denge sismenin tersi,
A=1/KSma’; sismenin baslangic hizinin tersidir (1/rp) ve ks sisme hiz sabitidir
(Saraydin ve ark., 1999). Esitlik 4'e gore hidrojellerin t/St grafigi ¢izilmis ve
Sekil 8.11 ve 8.12'de gosterilmistir. Bu grafikten hesaplanan sisme hiz sabiti
degerleri Cizelge 8.1’ de gosterilmistir.
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Sekil 8.9 AAm-Sep kompozit hidrojellerinin sisme davranisinin
sicaklikla degisimi (¢;25°C , o; 60 °C)
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Sekil 8.10 AAm-Sep-MA kompozit hidrojellerinin sisme davramsinin sicaklikla
degisimi (e;25°C , o; 60 °C)
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Sekil 8.11 AAm-Sep ve AAM-Sep-MA kompozit hidrojellerinin 25 °C’'ta sisme
hiz grafigi (e; AAM-Sep, o; AAM-Sep-MA)
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Sekil 8.12 AAmM-Sep ve AAM-Sep-MA kompozit hidrojellerinin 60 °C’ta sisme
hiz grafigi (e; AAM-Sep, o; AAM-Sep-MA)

43



Cizelge 8.1. AAmM-Sep ve AAM-Sep-MA kompozit hidrojellerinin farkl
sicakliklardaki sisme parametreleri

AAM-Sep AAM-Sep-MA
ro/gsu(gje dk)™ 0,13 1,59
25°C  Sma/ gsu(gjel)™ 323 6,72
k/gjel dk (gsu)™ 1,2 x 102 3,5x10%
ro/gsu(gje dk)* 0,18 0,29
60°C  S,x/gsu(gje)? 3,44 8,38
k/gjd dk (gsu)™ 1,5 x 107 4,1x10°

Cizelge 8.1'de grafiksel olarak bulunan denge sisme degerlerinin (Smax)
deneysel olarak bulunan denge sisme degerleri (Sy) ile uyumlu oldugu
gorilmektedir. Ayrica sicaklik artisimn AAm-Sep kompozit hidrojellerin
sismesini ¢ok az etkilerken AAm-Sep-MA kompozit hidrojellerin sismesini daha
cok etkiledigi gorulmektedir.

AAM-Sep ve AAmM-Sep-MA  kompozit hidrojellerine  suyun
difizyonunun dogasint inceleyebilmek icin Bolium 6'daki Esitlik 2'den
yararlanilmistir. Esitlik 2, sisme Kinetigi egrilerindeki kitlesel artisin ilk % 60’ l1k
bélimune uygulanmistir. 25 °C ve 60 °C'ta sisme icin In F — In t grafikleri
olusturulmus ve Sekil 8.13 ile 8.14' de gosterilmistir. Bu dogrularin egiminden n,
kesim noktasindan k bulunmus ve Cizelge 8.2’ de gosterilmistir.

Cizelge 8.2 AAmM-Sep ve AAmM-Sep-MA kompozit hidrojellerinin degisik
sicakliklardaki sisme kinetik parametreleri

AAmM-Sep AAM-Sep-MA
T/°C n K x 10° n K x 10°
25 0,59 713 0,75 728
60 0,91 271 0,57 889
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Sekil 8.13 AAm-Sep ve AAm-Sep-MA kompozit hidrojellerinin 25 °C’taki sisme
Kinetik grafigi (e; AAM-Sep, o; AAM-Sep-MA)

InF

35

Int

Sekil 8.14 AAm-Sep ve AAM-Sep-MA kompozit hidrojellerinin 60 °C’taki sisme
Kinetik grafigi (e; AAM-Sep, o; AAM-Sep-MA)
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8.2.3.2. pH Duyarh Denge Sisme Deneyleri

Hazirlanan AAm-Sep ve AAm-Sep-MA kompozit hidrojellerinin sisme
davranmiglarimin pH duyarli olup olmadiklarimin belirlenmesi amaciyla pH 3-11'e
ayarlanmis asetat ve fosfat tamponlar: icinde 25 ve 60 °C'ta denge sisme
denemeleri yapilmistir Kuru katleleri (mo) tartilan hidrojeller farkli pH’lardaki
cOzeltilerde 24 saat bekletilmistir. Sismis hidrojeller tartilarak denge kitlesi (my)
bulunmus ve bu degerlerden Esitlik 5’ e gore denge sisme ylUzdesi; % Sy degerleri
hesaplanmistir. Sismenin pH ile degisimi Sekil 8.15 ve 8.16" da gosterilmistir.

%sd =M™ 400 (5)
1000
800

3

N
600

o o) [0} o) o (e} e} e}

400 3 e * ° o o ° o o
200

Sekil 8.15 AAm-Sep kompozit hidrojellerinin pH duyarl: sisme davranisi

(;25°C, 0; 60 °C)
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Sekil 8.16 AAmM-Sep-MA kompozit hidrojellerinin pH duyarli sisme davranisi

(;25°C, 0; 60 °C)

Sekil 8.15'ten her iki sicaklikta AAM-Sep kompozit hidrojellerinin
sismesinin pH ile fazla degismedigi gortlmektedir. AAM-Sep-MA kompozit
hidrojellerinin ise pH 6'ya kadar sismesi artrmis ve daha sonra degismemistir
(Sekil 8.16).

8.2.3.3. pH Duyarh Donusimli Denge Sisme Deneyleri

Hazirlanan kompozitlerin pH duyarli olup olmadiklarinin belirlenmesi
amaciyla, 50 mM K;HPO4,-KH,PO, ve 50 mM CH3COOH-CH3;COONa
tamponlar ile hazirlanmis pH=3 pH=8e ayarlanmis c¢oOzeltilerde 25 °C'ta
dontsimll denge sisme calismalar: uygulanmis ve % Sy degerleri hesaplanmustir.
Bu degerler zamana kars1 grafige gecirilmis ve Sekil 8.17' de gosterilmistir.
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Sekil 8.17 AAm-Sep ve AAM-Sep-MA kompozit hidrojellerin 25 °C’ta pH
donlstml denge sisme davranislar: (o ;AAm-Sep, o; AAm-Sep-MA )

Sekil 8.17'den gorilecegi gibi Sy degerleri pH; 3 tamponu iginde veya pH
; 8 tamponu icinde degismeden kalmustir. Her iki hidrojel de mekanik olarak
dayaniklidir. 14 gin boyunca tekrarlanan denemelerde herhangi bir parcalanma
gostermemislerdir.

8.3. INVERTAZIN AAmM-Sep ve AAmM-Sep-MA KOMPOZIT
HIDROJELLERE iIMMOBILiZASYONU

Invertazin immobilizasyonu icin hazirlanan ve karakterizasyonu yapilan
AAM-Sep ve AAmM-Sep-MA kompozit hidrojelleri invertaz ile etkilestirilerek
AAM-Sep’e imobilize edilmis invertaz (AAm-Sep-lnv) ile AAmM-Sep-MA’e
imobilize edilmis invertaz  (AAm-Sep-MA-Inv)  kompozit  hidrojeller
olusturulmustur. Yapilan 6n aktivite calismalart bu hidrojellerin  invertaz

aktivitesinin bulundugunu gostermistir.

Immobilize ve serbest invertazin kimyasal yapilarin aydinlatmak icin
gerekli spektroskopik incelemeler, FTIR spektrometresi ile yapilmistir. Serbest
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Invertaz ile kompozitlerin arasindaki etkilesimleri incelemek icin serbest invertaz,
AAM-Sep-Inv ve Am-Sep-MA-Inv kompozit hidrojellerinin FTIR spektrumlari
alinarak Sekil 8.18 ve 8.19' da sunulmustur.

%T

Wavenumbers (cm-1)

Sekil 8.18 Serbest invertaz, AAM-Sep ve AAM-Sep-Inv’in FTIR spektrumu
----- ; AAm-Sep-Inv)

%T

e e
2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

Sekil 8.19 Serbest invertaz, AAM-Sep-MA ve AAmM-Sep-MA-Inv' in FTIR
spektrumu (-----; invertaz, ----- ; AAm-Sep-Inv, ----- ; AAm-Sep-MA-Inv)
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8.4. SERBEST INVERTAZ, AAmM-Sep-Inv ve AAmM-Sep-MA-Invin
AKTIVITE DENEYLERI

Serbest ve immobilize invertazin 6zelliklerinin arastirilmasi igin optimum
pH, optimum sicaklik, kinetik parametreler olan Ve ve Ky, degerlerinin
bulunmasi, termal kararlilik, saklama kararliligi, pH kararliligi ve kullamm

kararlilig1 deneyleri yapil mstir.

8.4.1. Serbest Invertaz, AAm-Sep-Inv ve AAm-Sep-MA-Inv’ in Optimum
pH’smn Belirlenmes

Serbest invertaz, AAM-Sep-Inv ve  AAM-Sep-MA-Inv’ in  optimum
pH’simin belirlenmesi icin enzim miktari, substrat derisimi ve sicaklik sabit
tutularak 50 mM CH3COOH-CH3COONa ve 50 mM KH2PO4-K,HPO, tampon
cozeltilerde (pH; 3-8) invertaz aktivite deneyleri yapilmis, bulunan aktivite
degerleri % aktivite cinsinden alimp pH’yakars: grafige gegirilmistir (Sekil 8.20).
Bu grafiklerden gorulecegi gibi serbest invertaz, AAm-Sep-Inv ve AAm-Sep-
MA-Inv’ in optimum pH degerleri sirasiyla 5.0, 5.5 ve 6.0 olarak bulunmustur.

110

100 |

% aktivite

80

70

60

50

Sekil 8.20 Serbest invertaz, AAmM-Sep-Inv ve AAM-Sep-MA-Inv’ in optimum pH
grafigi (v;Serbest invertaz, - ; AAM-Sep-Inv, o; Am-Sep-MA-Inv)
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8.4.2. Serbest Invertaz, AAm-Sep-Inv ve AAm-Sep-MA-Inv’ in Optimum
Sicakhginin Belirlenmes

Serbest invertaz, AAM-Sep-Inv. ve AAm-Sep-MA-Inv'in  optimum
sicakliginin belirlenmesi amaciyla enzim miktari, substrat derisimi ve pH sabit
tutularak degisen sicakliklarda (20, 30, 35, 40, 50, 60, 70 °C) enzim aktivitesi
bulunmustur. Aktivite degerleri % aktivite cinsinden alinarak sicaklikla degisim
Sekil 8.21'de sunulmustur. Sekil 8.21' den gorulecegi gibi serbest invertaz, AAmM-
Sep-Inv ve AAM-Sep-MA-Inv'1n optimum sicaklik degerleri sirasiyla 30 °C, 50
°C ve 40 °C olarak bulunmustur.

120

100

80

% aktivite
3

40 |
20 v
O 1 1 1 1 1 1
10 20 30 40 50 60 70 80
T/9C

Sekil 8.21 Serbest invertaz, AAmM-Sep-Inv ve AAM-Sep-MA-Inv’ in optimum
sicaklik grafigi («;Serbest invertaz, - ; AAM-Sep-Inv, o; Am-Sep-MA-Inv)
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8.4.3. Serbest Invertaz, AAm-Sep-Inv ve AAmM-Sep-MA-Inv'in Kinetik

Parametrelerinin Bulunmas

Serbest invertaz, AAmM-Sep-Inv. ve AAmM-Sep-MA-Inv'in  optimum
sicaklik ve pH degerlerinde enzim miktar: sabit tutularak degisen substrat
derisimlerinde enzim aktiviteleri hesaplanmistir. Michaelis-Menten grafigi ve bu
grafiklerin dogrusal kismindan Lineweaver-Burk grafikleri olusturulmustur. Bu
grafikler serbest invertaz, AAmM-Sep-Inv ve AAm-Sep-MA-Inv igin sirasiyla Sekil
8.22, 8.23 ve 8.24'te gbgterilmistir..

201

151

V (umol / dk)

10

05

00 . . . . . . .
0 50 100 150 200 250 300 350
3) [S] (mM)

1,0

0,8

1V (ck prrol ™)

0,6 -

0,4

0,2

,10 -008 -006 -004 -0,02 0,00 0,02 0,04 0,06
-1,
mM

b) vIsI( )

Sekil 8.22 Serbest invertazin a) Michaelis-Menten ve b) Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 8.22'deki grafikten serbest enzimin Vs degeri 2 pmol dk™, K,
degeri 11,3 mM olarak bulunmustur.

V (umol/dk)
w B [} (o2} ~

N
T

0 50 100 150 200 250 300 350

3) [S] (m)

1/V(ckprd ™)

L 1 1 1 1 1 1 ]
,03 -0,02 -0,01 0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

b) Y [S] (MM

Sekil 8.23 AAm-Sep-Inv’in a) Michaelis-Menten ve b) Lineweaver-Burk grafigi

Sekil 8.23' deki grafikten AAM-Sep-Inv’ in Vi degeri 8,1 pmol dk™, Ky,
degeri 41.0 mM olarak bulunmustur.
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Sekil 8.24 AAM-Sep-MA-Inv'in a) MichaelisMenten ve b) Lineweaver-Burk
grafigi

Sekil 8.24' deki grafikten AAM-Sep-MA-InV’ 1n V s degeri 13.9 pmol dk™
, Km degeri 34.1 mM olarak bulunmustur.



8.4.4. Serbest Invertaz, AAm-Sep-Inv ve AAmM-Sep-MA-Invin Termal
Kararhhginin Belirlenmes

Serbest, AAm-Sep-Inv ve AAm-Sep-MA-Inv'in termal kararliliginin
belirlenmesi icin 50 °C ve 70 °C sicakliklarda bekletilen orneklere 150 dakika
inkubasyon siresinde belli zamanlarda aktivite analizi yapilmistir. Bulunan
aktivite degerleri % aktivite olarak hesaplamp zamana karsi grafige gecirilmistir
(Sekil 8.25-8.26).

120

=
o
o

% aktivite
S

60

40

20

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Zaman / dk

Sekil 8.25. Serbest invertaz, AAm-Sep-Inv, AAmM-Sep-MA-Inv’'1n 50 °C’tatermal
kararlilig1 («; Serbest invertaz, o ;AAM-Sep-Inv o;AAM-Sep-MA-Inv)

Sekil 8.25'ten gorilecegi gibi 50 °C'ta serbest enzim ilk 10 dakikada
aktivitesinin % 50 sini kaybetmistir. AAm-Sep-Inv, AAm-Sep-MA-Inv ise 150.
dakikada bile aktivitelerinin % 70’ ini korumustur.
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Sekil 8.26. Serbest invertaz, AAm-Sep-Inv, AAmM-Sep-MA-Inv’'1n 70 °C’tatermal
kararlilig1 («; Serbest invertaz, o ;AAM-Sep-Inv o;AAM-Sep-MA-Inv)

Sekil 8.26'dan gorulecegi gibi 70 °C'ta serbest enzim ilk 10 dakikada
aktivitesinin % 70 sini kaybetmis ve 70. dakikadan itibaren hi¢ aktivite
gbstermemistir. 150. dakikada AAmM-Sep-Inv aktivitesinin % 70’ini korurken
AAM-Sep-MA-Inv % 80 aktiviteye sahiptir.

8.4.5. Serbest Invertaz, AAm-Sep-Inv ve AAmM-Sep-MA-Inv'in Saklama

Kararhhginin Belirlenmes

Serbest invertaz, AAm-Sep-Inv. ve AAM-Sep-MA-Inv'in  saklama
kararliliginin belirlenmesi amaciyla optimum sicaklik ve pH degerlerinde sukroz
hidrolizi ile aktivitesi belirlendikten sonra asetat tampona (pH; 4,8) konarak +4
°C'de saklanmustir. Invertaz, AAm-Sep-Inv, AAmM-Sep-MA-Inv ile belli zaman
araliklarinda aktivite analizi yapilmistir. Bulunan aktivite degerleri % aktivite
cinsinden hesaplanip zamana karsi grafige gegirilmistir (Sekil 8.27).
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% aktivite

Zaman / glin

Sekil 8.27 Serbest invertaz, AAm-Sep-Inv ve AAM-Sep-MA-Inv’ in Saklama
Kararlilig1 («; Serbest invertaz, ;AAM-Sep-Inv o;AAm-Sep-MA-Inv)

Serbest enzim saklama kosullarinda 30. gunin sonunda aktivitesini
tamamen kaybetmisken AAM-Sep-Inv ve AAm-Sep-MA-Inv bu siirede oldukca
yuksek aktivite gostermisler ve sirasiyla aktivitelerinin % 80 ve % 90’1

korumuslardir.

8.4.6. AAm-Sep-Inv ve AAM-Sep-MA-Invin pH Kararhhg

AAM-Sep-Inv ve AAM-Sep-MA-Inv'in pH kararliligim belirlenmesi
amaciyla degisik pH’ larda (3-8) 30 dk bekletilen hidrojellerle kendi optimum pH
ve sicakliklarinda sukroz hidrolizi yapilmistir. Bulunan aktivite degerlerinden %
aktivite hesaplanip pH’ya kars: grafige gegirilmistir (Sekil 8. 28).
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Sekil 8.28 AAmM-Sep-Inv ve AAM-Sep-MA-Inv’'1in pH Kararliligi
(o;AAM-Sep-Inv o;AAM-Sep-MA-Inv)

AAM-Sep-Inv ve AAM-Sep-MA-Inv pH; 5 ile pH; 7 arast % 90 ve Uzeri
aktiviteye sahiptir. pH 3 ve 8 arasinda da Onemli dizeyde aktivite kaybi

gbzlenmemistir.

8.4.7. AAM-Sep-Inv ve AAmM-Sep-M A-Inv'in Kullamim Karar lihg

AAM-Sep-Inv - ve  AAM-Sep-MA-Inviin  kullamm  kararliliginin
bulunmasi amaciyla sukroz hidrolizi yapilan ornekler tekrar tekrar kullanilmistir.
Bulunan aktivite degerleri % aktivite cinsinden alinarak kullamm sayisina karsi

grafige gecirilmis ve Sekil 8.29'te sunulmustur.
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Sekil 8.29 AAm-Sep-Inv ve AAM-Sep-MA-Inv' in Kullamm Kararliligi
(o;AAM-Sep-Inv o;AAM-Sep-MA-Inv)

AAM-Sep-Inv ve AAm-Sep-MA-Inv igin ilk 5 kullamimda aktivite
kayb1 gbzlenmemistir. 25 kullammm sonucu AAm-Sep-Inv aktivitesinin yaklasik %
50’ sini kaybetmisken AAm-Sep-MA-Inv yaklasik % 40" ini kaybetmistir.
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T ARTISMA VE SONUCLAR

Immobilize enzimler serbest enzime gore daha iyi termal kararlilik,
saklama ve kullamm kararlilig1 gibi 6zelliklere sahiptir. Bulunduklari ortamdan
kolayca ayrilabilirler. Bu nedenle endiistriyel uygulamalarda serbest enzime tercih
edilmektedirler.

Immobilize enzim hazirlanmasinda destek materyalin secimi oldukca
Onemlidir. Cunkui destegin yapisina bagli olarak dezavantajlar ortaya cikabilir.
Destek malzemenin enzimin kullanilacag: ortamda kararli olmak, yiiksek mekanik
dayanikliliga sahip olmak, substrat ve drlin difizyonuna olanak saglamak gibi
ozellikleri bulunmalidir.

Besin endustrisinde yaygin olarak kullamilan bir enzim olan invertazin
degisik desteklere immobilizasyonu uUzerine gesitli calismalar yapilmaktadir.
Besin  endustriss  igin  6nemi  nedeniyle bu calismada invertazin
immobilizasyonunda  kullanilabilecek uygun  desteklerin hazirlanip
karakterizasyonunun yapilmasi ve immobilize enzimin 6zelliklerinin arastirilmasi

amaclanmustir.

Kompozitler iki veya daha fazla farkli materyalden olusur. Boylece
fiziksel, mekanik ve biyolojik 6zellikleri iyilestirilmis olur. Hidrojeller capraz
bagli blytk oranda icine su alabilme yetenegine sahip hidrofilik polimerlerdir.
Enzim immobilizasyonunda yaygin olarak kullanilan. hidrojeller kompozit
hazirlaniginda da kullamlmaktadir. Kille karistirildiklarinda yeni  bir  sinif
kompozit materyal olusturulur. Bdylece kilin farkli bilesenleri adsorplama
yetenegiyle jellerin elastik ve gecirgenlik 6zellikleri birlestirilmis olur. Polimer
silikat kompozitler iyilestirilmis mekanik ve materyal dzelliklerine sahiptir. Killer
siper adsorplayict olarak kompozitlerde kullamlirlar. Hem maliyeti dustrUrler
hem de sisme yetenegini, termal kararliligi ve mekanik kararlihigi arttirirlar.
(Zhang ve Wang 2007).
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Bu calismada kil-polimer kompozit hidrojellerinin  hazirlanmast
dustnulmus ve bu amagla akrilamid (AAm), maleik asit (MA) monomerleri ile kil
olarak sepiyolit (Sep) secilmistir. Capraz baglayici varliginda radikalik katilma
tepkimesi ile AAm-Sep ve AAm-Sep-MA kompozit hidrojeller hazirlanmustir.

Hazirlanan kompozitlerin kimyasal yapilarim aydinlatmak igin gerekli
spektroskopik incelemeler, FTIR spektrofotometresi ile yapilmistir. Sekil 8.3-
8.4'te sunulan FTIR spektrumunda 3500-3000 cm™ araliginda gézlenen genis pik
AAM'teki primer amin gruplarimn N-H titresim bandini gosteren karakteristik
band olup sepiyolitteki hidroksil gruplarinin varligiyla genislemistir. AAm-Sep ve
AAM-Sep-MA‘de AAM'in karakteristik bantlari her ikisinde de gorulmektedir
1670 cm™de AAm’'in CO-NH band: 1030 cm™ de sepiyolitin Si-O ve 1710'da
MA’in -COOH bandi gortlmektedir (Cai ve ark. 2007; Erbil ve ark., 2004,
Kasgdz, 2005; Zhang ve Wang 2007).

AAM-Sep, AAmM-Sep-MA  kompozitlerinin - 1sisal bozunmalarin
incelemek icin TG termogramlart alinmis, Sekil 8.5 ve 8.6'da sunulmustur.
Sunulan termogramlarda hazirlanan kompozitlerin gok basamakli 1sisal bozunma
tepkimesi verdigi gortlmektedir. 600 °C'ta AAm-Sep ve AAmM-Sep-MA’in her
ikisininde de kitlece yaklasik % 30'unun kaldigi gozlenmektedir. 600 °C
sicaklikta hala kitle bulunmasi kompozitlerin 1sisal kararliligint gostermektedir.
Bu durum kompozit olusumunda kullanilan sepiyolitin 1sisal kararliligindan
kaynaklanmaktadhr.

Termogramlardaki yaklasik 70-180 °C’a kadar ilk kiitle kaybi yapidaki
nem kaybimi gosterir. Bu sicakliga kadar kompozitlerde yapisal bozunma
gozlenmemektedir. Sepiyolit icin 200-350 °C arasi su kaybr oldugu bildirilmistir
(Unal ve Erdogan, 1998). 330 °C dolayinda dehidroksilasyon gerceklesir (Lemic
ve ark., 2005). 300450 °C arast AAm ve ¢apraz baglayicidaki amid yan gruplari,
450 °C'tan sonra poliakrilamid temel zincirlerinin bozunmas: ve imidlesme
gerceklesir (Zhang ve Wang, 2007). 350 °C Uzerinde isitilchginda sepiyolitte
koordinasyon suyu uzaklasir ve sepiyolit yapisinda kalsinasyon nedeniyle faz
transformasyonu olusur. Y Gizey alam azalir (Valentin ve ark. 2007).
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Polimerlerin ¢ozlict ortamlarinda sismeleri; ¢ozticl ve polimerin dogasi
ile ilgilidir. COzicu ve polimerin kimyasal yapilarinin birbirine benzemesi;
polimer-polimer ve c¢6zict molekilleri arasindaki etkilesim kuvvetlerinin,
polimer-¢ozici molekdlleri arasindaki etkilesim kuvvetlerine yakin olmast
anlamina gelmektedir. Bu nedenle sisme calismalari; polimerin sisme o6zelligi
gbgterebilecegi ¢ozuculerde yapilir (Ekici, 2002). Bir polimerin hidrojel 6zelligi
gbsterebilmesi icin ana zincir ya da yan dallarinda hidroksil, karbonil, karboksil,
amin ve amid gibi hidrojen bag: olusturabilme 6zelligine sahip su sever gruplarin
bulunmas: gerekir. Bu gruplardan dolay: bagli duruma gegen su nedeniyle jelin
hacmi ve kiitlesi artar ve jel sismeye baslar. Jeldeki su sever gruplarin artmas ile
de jelin sismesi artar. Sekil 8.7 ve 8.8'deki 25 °C ve 60 °C icin AAm-Sep ve
AAmM-Sep-MA kompozitlerinin sisme egrileri, sismenin dengeye ulasana dek
zamanla arttigimt gostermistir. AAm-Sep-MA kompozitleri her iki sicaklikta da
AAmM-Sep’ten daha fazla sismistir AAm monomerden hazirlanan hidrojeller suda
fazla sismez. AAm'e sepiyolit eklenmesi OH gruplari nedeniyle sismeyi
arttrmistir.  AAm-Sep’in yapisina MA  eklenmesiyle susever gruplar olan
karboksil gruplar: katilmistir. Karboksil grubunun pKa; degeri 1.83, pKa, degeri
6.07 oldugu icin damitik suda bu gruplar iyonlasmus durumdadir. Anyonik
gruplarin artmasi kompozit igine daha fazla suyun girmesine ve kompozitin daha

fazla sismesine neden olmustur.

AAM-Sep ve AAM-Sep-MA kompozit hidrojellerin sismesi  ikinci
dereceden kinetige uyar. Sekil 8.11 ve 8.12'deki sisme hiz grafiklerinden
hesaplanan ve Cizelge 8.1. de verilen ikinci dereceden tepkime hizi degerleri
AAM-Sep-MA’in AAm-Sep’ten daha hizli sistigini gostermistir. Ayrica sicaklik
ile AAm-Sep kompozitlerinin sismesinde ¢ok az bir fark gozlenirken AAm-Sep-
MA kompozitlerinde sismenin sicaklikla yaklasik %20 oramnda arttig:
bulunmustur (Sekil 8.9-8.10 ve Cizelge 8.1.).

AAM-Sep ve AAmM-Sep-MA kompozit hidrojellerine suyun diflizyonunun
incelenmesi igin In F — In t grafikleri olusturulmus (Sekil 8.13 ile 8.14) ve bu
grafiklerden ¢ozicunin difizyon tarini goseren diflizyon Gsteli ()
hesaplanmistir. Her iki hidrojelin n degeri 0.5 ile 1 arasinda bulunmustur (Cizelge
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8.2). Bu deger difiizyonun anormal tip difiizyon oldugunu goéstermistir. Bu
difzyon tipinde, diftizlenen turtin difiizyon hizi ile durulma hiz1 birbirine esittir
(Peppas ve Ritger, 1987).

AAM-Sep  ve AAmM-Sep-MA  kompozit  hidrojellerinin = sisme
davranislarimn pH duyarli olup olmadiklarinin belirlenmesi amaciyla yapilan
calismalarda her iki sicaklikta AAM-Sep kompozit hidrojellerinin sismesinin pH
ile fazla degismedigi bulunmustur (Sekil 8.15). AAM-Sep-MA kompozit
hidrojellerinin ise pH 6'ya kadar sismesi artrmis ve daha sonra degismemistir
(Sekil 8.16).

pH duyarli dontsumll sisme deneylerinde AAm-Sep ve AAm-Sep-MA
kompozit hidrojellerin ¢ok iyi yeniden sisme yetenegine sahip oldugu ve pH'a az
da olsa duyarl olduklart bulunmustur (Sekil 8.17). 14 glin boyunca gergeklesen
denemelerde kompozit hidrojelleri yapisi saglamliligint korumustur

AAM-Sep ve AAM-Sep-MA  kompozit hidrojelleri  karakterizasyon
calisgmalarindan  sonra  invertaz  immobilizasyonunda  kullanilmiglardr.
Immobilizasyon sonucu elde edilen immobilize invertazlarin (AAm-Sep-Inv ve
AAM-Sep-MA-Inv) FTIR spektrumlart  alinmig, Sekil 8.18 ve 8.19'da
sunulmustur. Bu spektrumlardan immobilizasyon sonucu 1553 cm-1'deki
invertazin karakteristik amid pikinin kayboldugu gorilmektedir. AAm-Sep-MA
kompozitindeki 1710 cm™ deki COOH piki de AAm-Sep-MA-Inv spektrumunda
gorilmemektedir. Bu sonuclar enzim ile kompozitler arasinda bir etkilesim
oldugunu gostermektedir.

Serbest invertaz, AAm-Sep-Inv ve AAm-Sep-MA-Inv ile optimum pH,
optimum sicaklik ve kinetik parametreler olan Kp, ve Vs degerleri bulunmus ve
Cizelge 9.1' de gogterilmistir.
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Cizelge 9.1. Serbest invertaz, AAmM-Sep-Inv ve AAM-Sep-MA-Inv igin optimum
sicaklik, optimum pH, K, Vma degerleri

Optimum  OptimumpH Km/mM Vmax
Sicakhk / °C

pmol dk*
Serbest Inv 30 5.0 11.3 2.0
AAM-Sep-Inv 50 55 41.0 8.1
AAmM-Sep-MA-Inv 40 6.0 34.1 13.9

pH enzim aktivitesi Uzerine etkili olan bir parametredir. Serbest invertaz,
AAM-Sep-Inv ve AAM-Sep-MA-Inv aktivitesi Uzerine pH etkisi arastirilmis ve
pH profili Sekil 8.20'de sunulmustur. Serbest invertaz ve digerlerinin optimum
pH degerleri farklidir. Optimum pH’daki degisim enzim veya destegin yikine
baglidir. Yaygin bir pH skalast immobilizasyon siiresinde enzim ve polimer
matriksin arasindaki ikincil etkilesimlerin (iyonik ve polar etkilesimler, hidrojen
baglari) bir sonucudur. Yayvanlasma immobilize enzimin dusik pH’larda
kullammina olanak saglayan bir avantajidir. Boylece uzun sireli islemlerde
mikrobiyal bulasma olmaz (Rebros ve ark., 2007). Enzim ¢ok asidik veya bazik
ortamda denatlre olacag icin tepkime hiz1 azalir ve sifira kadar disebilir (Arica
ve Bayramoglu, 2006 , Emreglil ve ark., 2006). Invertazin pH 3 ve 8'deki aktivite
kaybinin en fazla serbest enzimde ve % 40 oldugu gorulmektedir. Bu durum
invertazin pH ile asir1 oranda etkilenmedigini gostermektedir.

Y apilan degisik calismalarda invertaz icin optimum pH degerlerinin 4,5,
4.8, 5, 5,5 gibi farkli degerler aldig1 gdzlenmistir. Bu durum serbest invertazin
kaynagina, saflastirma yontemine v.d baglidir (Erginer ve ark., 2000; Melo ve
D’Souza, 2000; Sanjay ve Sugunan, 2005). Polivinil alkol mikrokireciklere
kovalent baglanma ile immobilizasyonda serbest invertaz icin optimum pH 5,5
immobilize invertaz icin 6.0 olarak bulunmustur (Akgol ve ark., 2001).

Enzim aktivitesi Uzerine etkili olan bir diger parametre sicakliktir. Batin
kimyasal tepkimeler gibi enzimatik tepkimelerde de tepkime hiz1 sicaklikla artar.
Ancak 50-60 °C'ta enzim yapisinda meydana gelen denatiirasyon nedeniyle
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aktivitede dusts gozlenir. Sicaklhik artikga Once tersiyer yapi, sonra ikincil yapi
bozulur (Kili¢, 2005). Bu olaylardan enzim aktif merkezi de etkilenir ve enzim
aktifligini yitirir. Serbest invertaz, AAmM-Sep-Inv ve AAm-Sep-MA-Inv’'in Seil
8.21'de gosterilen optimum sicaklik grafigi incelenecek olursa; sicaklik artistyla
serbest invertaz aktivitesinde optimum sicakliktan sonra hizli bir disds
gorulmektedir. Enzim sicaklikla hizla denatiire olmaktadir. Immobilizasyon bu
denaturasyonu azaltmis ve genis bir sicaklik araliginda enzimin aktivite
gbstermesini saglamustir.

Y apilan iki ayr1 calismada Laktam-amit as1 kopolimerlerine ve p(HEMA)
membranina immobilize edilen invertazin optimum sicaklik degerleri sirasiyla 60
°C, 50 °C olarak bulunmustur (TUmttrk ve ark, 2000; Alvaro ve ark, 2002).

Serbest invertaz, AAM-Sep-Inv ve AAM-Sep-MA-Inv’ in enzim kinetigi
calismalart sonucu kinetik parametreler olan Ky, ve Vma degerleri olusturulan
Lineweaver-Burk grafiklerinden (Sekil 8.22, 8.23, 8.24) bulunmustur.
Immobilizasyon her iki degerde de degisiklige neden olmustur (Cizelge 9.1).

Km degisimi enzim konformasyonundaki degisimden ¢ok sterik engelleme
ve difiizyonal kisitlamalara baglidir. Y apilan ¢alismalarda immobilize invertazin
Vmax degerlerinin serbest enzime gore yuksek oldugu gozlenmistir. Bu durum
enzimin aktif merkezinin immobilizasyondan etkilenmedigini gostermektedir.

Sanjay ve Sugunan (2005) vyaptiklari bir calismada invertazi
montmorillonit K10’a immobilize etmislerdir. Serbest enzimin Ky, degeri 45gL°
1 Vinex degeri 6.63 mol mL™ dk™ olarak, immobilize invertazin K, degeri 37 g L
1 Ve degeri 3.25 mol mL™ dk™ olarak bulunmustur. Diger bir calismalarinda ise
kovalent bagla immobilizasyonun adsorpsiyonla immobilizasyona gore daha iyi
oldugu bulunmustur (Sanjay ve Sugunan, 2007).

Milovanovi¢ ve arkadaslarinin (2007) bir galismasinda invertaz kalsiyum
ajinat jele immobilize edilmistir. Sicaklik artistyla aktivitede hizli bir disus
saptanmustir. Serbest enzimin K., degeri 28.4 mM, Vs degeri 4.5 mM dk™
olarak, immobilize invertazin K, degeri 72 mM, V n degeri 0.42 mM dk* olarak

bulunmustur.
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Naylon 6 mikrokurelere immobilizasyonda serbest invertazin K, degeri
0.024 M, Ve degeri 1.06 mol dk™ olarak, immobilize invertazin K, degeri 0.029
M, Vmax degeri 1.37 mol dk™* olarak bulunmustur (Delgado ve ark., 2006).

Tanriseven ve Dogan (2001) invertazi kalsiyum aljinat jel kapsile
immobilize etmislerdir. K., degeri serbest enzim ve immobilize enzim igin
sirastyla 46 ve 50 mM olarak, V max degeri ise 45ve 38 mg fruktoz (dk mg enzim)™

olarak bulunmustur.

Issk  ve akadaslart  (2003) invertazin  2-metil  btil-2-(3-
trienil)asetat/polipirol matrikse immobilizasyonunu arastirmiglardir.  Serbest
enzimin K, degeri 59 mM, Va degeri 82.3 mmol dk™ olarak, immobilize

invertazin K, degeri 33 mM, V ax degeri 2.6 nmol dk™ olarak bulunmustur.

AAM-Sep-MA-Inv'in Ky, degerinin AAm-Sep-Inv'in K, degerinden
kicuk cikmasi (Cizelge 9.1.) AAm-Sep-MA desteginin enzime ilgisinin AAm-
Sep kompozitine gore daha fazla oldugunu gostermistir. Bu nedenle AAm-Sep-
MA kompoziti AAmM-Sep kompozitine gore daha iyi bir destek oldugu
soylenehilir..

Serbest ve AAmM-Sep-Inv, AAM-Sep-MA-Inviin termal  kararliligin
belirlenmesi icin iki farkli sicaklikta bekletilen orneklerde aktivite analizi
yapilmistir. Immobilize ve serbest invertaz icin Sekil 8.25-8.26'da gosterilen
termal kararlilik grafigi incelenecek olursa bekleme siiresi arttikga serbest enzimin
aktivitesinde belirgin bir diisme oldugu gorilmektedir Serbest enzim 50°C'ta ilk
10 dakikada aktivitesinin % 50'sini kaybetmisken 70 °C ‘ta bu sire sonunda
serbest enzimin baslangic aktivitesi % 30'a dismustir. 70 °C'ta; serbest enzim 70.
dakikada aktivitesinin tamamini kaybederken, 150. dakikada AAmM-Sep-Inv % 70,
AAM-Sep-MA-Inv % 80 aktiviteye sahiptir. Bu sonuglar AAm-Sep-Inv, AAm-
Sep-MA-Inv igin 1siyla inaktivasyonun oldukga yavas oldugunu ve yiksek
sicakliklarda oldukga kararli olduklarim géstermistir. immobilizasyonla hareketi
engellenen enzim sicaklik artisi ile konformasyonel degisime ugramamis ve
aktivite kaybetmemistir.
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Naylon 6 mikrokirelere immobilize edilen invertazin 60 °C'ta 160.
dakikada aktivitesinin % 80’ini, 70 °C'ta ise 40. dakikada aktivitesinin tamamin
kaybettigi bulunmustur (Delgado ve ark., 2006).

Enzimler genellikle uzun sirreli depolanmaya uygun degillerdir ve zamanla
aktivite kaybina ugrarlar. Immobilize enzimler serbest enzimden daha kararlidhr.
Serbest ve immobilize invertazin Sekil 8.27'de gosterilen saklama kararlilig:
grafigi incelenecek olursa; serbest enzimin +4 °C'ta 30. glnin sonunda
aktivitesini tamamen kaybettigi AAm-Sep-Inv ve AAmM-Sep-MA-Inv'n ise % 80
ve % 90" 1m aktivite gosterdigi bulunmustur. Saklama kararliligimin yiksek olmasi
immobilizasyon sonucu invertazin termal inaktivasyonunun engellendigini
gostermektedir.

Polivinilalkole immobilize edilen invertaz 28. giinde aktivitesinin % 62’
sini kaybetmistir (Akgdl ve ark., 2001). PHEMA-GMA immobilizasyonunda 32.
guinde % 22 aktivite kaybi bulunmustur (Damsman ve ark., 2004).

AAM-Sep-Inv, AAM-Sep-MA-Inv'1n Sekil 8.28 de gosterilen pH kararlilik
grafigi incelendiginde immobilize enzimin pH profili optimum pH’in her iki
yaminda Kkararliliginin - artirilddigint - gostermektedir. Bu da immobilizasyon
yonteminin genis bir pH araliginda enzimin aktivitesini korudugunu gosterir.

Serbest enzim calismalarinda enzim c¢ozeltide ¢6zUnmis oldugu igin
yeniden kullamimas: saflastirma islemleri gerektirir. Bu nedenle yalmz bir kez
kullanilabilir. Immobilize enzimlerin tekrar tekrar kullanlabilmeleri serbest
enzime kars1 bir Ustinlukleridir. AAm-Sep-Inv ve AAmM-Sep-MA-Inv icin ilk 5
kullanimda aktivite kaybi gozlenmemistir (Sekil 8.29). 25 kullanim sonucu AAm-
Sep-Inv  aktivitesinin  yaklagik % 50'sini  kaybetmisken AAmM-Sep-MA-Inv
yaklasik % 40" ini kaybetmistir.

3-metil metakrilata immobilize invertazla cok az bir aktivite kaybiyla
20' den fazla 6lgtim yapilmstir (Cirpan ve ark., 2003).

Sonug olarak invertaz immobilizasyonunda kullamimak Uzere hazirlanan
AAM-Sep ve AAM-Sep-MA kompozit hidrojellerinin sisme 0Ozelliklerinin iyi
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oldugu bulunmustur. Bu durum immobilize enzimin mikrogevredeki
degisikliklerde bile substrat ve Uriinin enzimle karsilasabilmesinde bir avantaj
saglayacaktir. Immobilizasyon invertazin termal, pH, saklama ve kullanim
kararliligint arttirmistir. Ky, degerindeki artis immobilizasyon calismasimin dogal
bir sonucudur. Ayrica Vg degerinin artmast enzim aktif merkezinin
immobilizasyondan etkilenmedigini gostermistir.  AAM-Sep-MA  kompozit
hidrojeli daha kiglk K, ve daha yiksek Vmax gosterdigi icin AAm-Sep’e gore
daha avantglhdir. Her ikisi de Biyoteknolojik slreclerde ve endistriyel
uygulamalarda 6nerilebilir.
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