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OZET

Immobilize enzim sisteminin basaril1 bir sekilde uygulanabilmesi ve gelistirilebilmesi igin,
enzim tasiyicisi olarak kullanilan destek materyal tiiriiniin se¢cimi 6nemli bir faktordiir. Bu
calismada genis ylizey alani, essiz gbzenek yapisi , mikrobiyal saldirilara karsi yiiksek
direnci, istiin 1s1sal, kimyasal ve mekanik kararlilifindan dolay: silika parcaciklar1 destek
materyali olarak secilmistir. Silika yiizeyine enzimin kolay bir sekilde immobilizasyonunu
saglamak i¢in yeni bir yontem gelistirildi. Bu yonteme gore silika partikiil yiizeyinde
reaktif duyarli ¢ift baglarin olusturulmasi i¢in tek asamali bir metod olan Micheal katilma
reaksiyonu temel alindi. Bu yontem temelde alfa morfolin agilanmis poli(vinil metil keton)
p(VMK)’nin 1sitilarak kendini yenileyebilen asilanmis polimer yiizeyinde reaktif ince film
olusturulmasina dayanir. Silika partikiil ylizeyi alfa morfolin asilanmis p(VMK) ile
kaplandi. Silika yiizeyinde olusturulan ¢ift baglar Michael katilma yoluyla enzimin hizh
bir sekilde baglanmasi i¢in etkili bir yontem oldugunu gostermektedir. Micheal katilma
reaksiyonu ile reaktif film yiizeyler lizerine immobilizasyon yonteminin verimini test
etmek icin referans olarak katalaz enzimi kullanildi. Immobilize enzim miktar1 ve kinetik
parametrelerin yani sira ¢esitli kosullar altinda hem serbest enzimin hemde immobilize
enzimin aktiviteleri karsilagtirildi. Son olarak diizensiz akis tipi immobilize enzim reaktorii
hidrojen peroksitin ayrisma oranini hesaplamak i¢in kullanildi. Son derece kararli olan
enzim sistemi 120 saat boyunca 30°C’ da siirekli ¢alistiginda baslangig aktivitesinin
yalnizca %36’ si1 kaybettigi gozlendi.
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ABSTRACT

To apply and develop immobilized enzyme systems successfully, the choice of support
material which is used as the enzyme carrier is an important factor. In this work the
support material is selected as the silica particles, due to a large surface area, unique pore
structure, high resistance against microbial attack, superior thermal, chemical and
mechanical stability. A novel method was developed for facile immobilization of enzymes
on silica surfaces. According to this method, single step Micheal addition reaction, which
is used for making reactive sensitive double-bond on the surface of silika particles, was
used. This method was based on reactive thin film generation on the surfaces by heating of
impregnated self-curable polymer, alpha-morpholine substituted poly(vinyl methyl ketone)
p (VMK). Silica particle surface were coated with Alpha morpholin grafted p (VMK). The
generated double bonds was demonstrated to be an efficient way for rapid incorporation of
enzymes via Michael addition. Catalase was used as reference enzyme in order to test the
effect of immobilization methodology by the reactive film surface through Michael
addition reaction. The amount of immobilized enzyme on the support, the activities of both
the free and immobilized enzyme under various experimental conditions were compared as
well as kinetic parameters. Finally, a plug flow type immobilized enzyme reactor was used
to estimate decomposition rate of hydrogen peroxide. The enzyme system, which was very
stable, could operate continuously for 120 h at 30 °C with only a loss of about 36 % of its
initial activity.
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Xii
SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

[E] Enzim

[ES] Enzim-substrat kompleksi

[S] Substrat konsatrasyonu

[0] Uriin konsantrasyonu

Ci Baslangi¢ katalaz konsantrasyonu

Ct Immobilizasyon sonrasi katalaz konsantrasyonu
D Saatteki seyreltme oranin

Km Michaelis-Menten sabiti

\Y Sulu faz hacmini

V Reaksiyon hizi

Vo Ik hiz

Vmax Maksimum hiz

w Silika partikiillerinin agirhig
Kisaltmalar Aciklamalar

AIBN 2,2-azobis(izobutironitril)

ATRP Atom transfer radikal polimerizasyonu
BSA S1g1r serum albumini

CAT Katalaz enzimi

GOD Glikoz oksidaz

HMDA Heksametilendiamin

P(VMK) poli(vinil metil klortir)

p(VMK)-M morfolin agilanmis poli(vinil metil kloriir)
SBR stiren-biitadien kaugugu

VMK vinil metil keton



1. GIRIS

Reaktif eslenikleri ile mikroelektronik ve biyosensor cihazlarin tasarimi gibi kati
yiizeylerin islevsellestirilmesi, bu materyallerin genis uygulama alanlarindan dolayr hem
akademik hemde endiistriyel alanda ilgi gormektedir. (Brinkman, Kratzer ve Schmidt,
1999; Yi, Kim, Yue ve Hsieh, 2000). Plazmon modifikasyonu (Suzuki, 2003) ve iyon
asilama (Liston, Martinu ve Wertheimer, 1993) gibi bazi teknikler son yillarda popiiler
olmustur. Yeni gelistirilen soguk plazma teknigi daha biiyilkk molekiillerin destek
yiizeylerinin istenen fonksiyonlari ile kovalent baglanmasini saglar (Grzegorzewski, Rohn,

Quade, Schroder, Ehlbeck, Schluter ve Kroh, 2010).

Genel olarak bu yontemler diisiik fonksiyonel grup yogunluguna ve zararli ugucu organik
madde yayilmasina sebep olurlar. Ancak yiizey modifikasyonu i¢in bazi kimysal yontemler
yiiksek fonksiyonel grup yogunlugu ve kaplanmis destek polimer kalinligt i¢in kolay
ayarlama saglar (Bicak, 2014; Bayramoglu ve Arica, 2010) . Bu nedenle kimyasal
yontemler destegin yiizey modifikasyonu i¢in uygun bir alternatif yaklagimin yani sira tek
adimda kolaylikla enzim immobilizasyonunuda saglar. Coziinmeyen malzemelere
absorplama, polimerik yiizeylere tutuklama, kapstilleme, iki fonksiyonlu reaktif ile ¢apraz
baglama ve kovalent baglama gibi farkli enzim immobilizasyon yontemleri gelistirilmistir
(Bayramoglu, Karagoz, Yilmaz, Bicak ve Arica, 2011; Bayramoglu ve Arica 2012;
Mohajershojaei, Mahmoodi ve Khosravi, 2015; Preety, 2014; Bressani, Garcia, Hirata ve
Mendes, 2015). Bu yontemler arasinda enzimlerin destek malzeme ylizeyleri {izerine
kovalent baglamasi en cok tercih edilen immobilizasyon yontemidir. Ciinkii kararh
kovalent baglar enzim ve enzimin reaksiyon ¢ozeltisi igine siizlilmesini sinirlayan destek
malzeme arasinda olusur (Feng, Hou, Zhao, Xu, Menkhaus ve Fong, 2014; Feng, Zhao,
Wei, Li, Wei ve Fong, 2014; Cowana ve Fernandez-Lafuente, 2011).

Katalaz (EC 1.11.1.6) her biri 506 aminoaistten olusan dort polipeptidin bir tetrameridir.
Hidrojenperoksit ile tepkimeye girmesini saglayan sahip oldugu dort porfirin hem
grubudur. Hidrojen peroksitten kaynakli dokularda olusan serbset radikallerin sebep
olacag zarar1 ortadan kaldirir (Bayramoglu, Arica, Geng, Ozalp, Ince ve Bigak, 2016).
Katalazin gida veya tekstil sanayisinde hidrojenperoksiti ortadan uzaklastirmak, analitik
alanda hidrojenperoksit veya glukoz biyosensor yapimi gibi farkli uygulama alanlart vardir

(Bayramoglu, Altintas ve Arica, 2012). Serbest enzimin pratik reaksiyon kosullari altinda



geri donligimii mimkiin degildir. Bu engelin iistesinden gelebilmek i¢in enzim
reaktoriinde katalazin gesitli destek materyaller {izerine immobilizasyonu enzimin yeniden
kullanilabilirligini ve siirekli uygulamasini arttirmak i¢in etkili bir yontemdir. Son yillarda
bir ¢ok ¢alismada katalazin immobilizasyonu i¢in kovalent baglama yontemi kullanilmistir
(Feng ve digerleri 2014; Cowana ve digerleri, 2011; Bayramoglu ve Arica, 2014,
Bayramoglu, Altintas ve Arica, 2012; Yang, Wang, Shi, Wang, Zhang, Han ve Jiang,
2016; Zang, Jia, Liu, Wu ve Zhang, 2012; Li, Wang, Jiang, Ye, Zhang ve Zhang, 2015;
Cengiz, Cavas ve Yurdakoc, 2012). Ornegin Bayramoglu ve arkadaslar1 tarafindan poli
(itakonik asit) iizerine Fe(Ill) iyonlar1 selatlanmis kitosan membranlar iizerine katalaz
enzimin  immobilize  ederek  biyokimyasal karakterizasyonunu ¢alisilmis  ve
immobilizasyon islemi ile enzimin 1sisal ve depolama kararliliginin arttifini rapor
edilmistir (Bayramoglu ve Arica, 2010). Cengiz ve digerleri bentonit ve sepiyolit iizerine
katalaz immobilize etmis devam eden 10 dongii boyunca islevsel kararlilik sergiledigini
gostermistir (Cengiz ve digerleri 2012). Feng ve arkadaslar1 2-hidroksietil metakrilat, 2-
dimetilamino etil metakrilat ve akrilik asit agilanmis seliiloz nanolif membran iizerine sigir
karaciger katalazinin immobilizasyonunu ¢alismislardir (Feng ve digerler, 2014). Genel
olarak immobilize katalazin serbest katalaz enziminden daha ¢esitli pH ve sicakliklarda

yiiksek kararlilik sergiledigi gézlenmistir.

Bu calismada alfamorfolin agilanmis pol (vinil metil keton) silika partikiiller sigir karaciger
katalazin1 immobilize etmek icin kullanildi. Bu yontem katalaz immobilizasyonu ig¢in
oldukga etkilidir. Bu yontemin en biiylik avantaji yaygin modelleme yontemi kullanilarak
kat1 ylizeyine reaktif eslenikler olusturarak konjuge cift baglar lizerine Michael katilma
reaksiyonu ile amin ya da tiyol gruplarinin baglanmasinin saglamasidir. Ayrica oda
sicaklig1 ve sulu ortamda pH 8.0 de ¢aligmasi enzim immobilizasyonu i¢in son derece arzu
edilen bir durumdur. Silika pargaciklar1 yiliksek yiizey alanlari, essiz gézenek yapilari,
iistlin 1s1sal ve mekanik kararliligindan dolay1 segilmistir. Buna ek olarak silika mikrobiyal
saldirilara kars1 yiiksek direncinden dolayr hem kimyasal hemde mekanik olarak kararhdir.
Destek tizerindeki immobilize enzim miktar1 ve kinetik parametrelerin yani sira ¢esitli
kosullar altinda hem serbest enzimin hemde immobilize enzimin aktiviteleri karsilastirildi.
Son olarak immobilize katalazin islemsel kararliligi yi§in ve diizensiz akis enzim

reaktorlerinde test edildi.



2. KURAMSAL BIiLGILER

2.1. Polimer ve Sentez Yontemleri

Polimerler biiyiik molekiillerden olusan maddelerdir. Polimer molekiillerini olusturmak
lizere birbirleri ile kimyasal baglarla baglanan kiiclik molekiillere monomer denir.
Monomer birimlerinden baglayarak polimer molekiillerinin elde edilmesine yol acan

reaksiyonlara ise polimerizasyon reaksiyonlart adi verilmektedir (Baysal, 1994:1).

Polimerler, farkli kimyasal tepkimlerden yararlanilarak sentezlenebilir. Bu tepkimeler
isleyis mekanimlarina gore basamakli (kondensasyon) ve katilma (zincir) polimerizasyonu
adlart verilen iki temel polimerizasyon yontemi altinda toplanirlar (Sagak, 2012:15). Bu iki
mekanizma tilirlinii birbirinden farkli kilan bir¢ok faktoér vardir, ancak reaksiyonda
kullanilan kimyasallarin tiirleri ve polimerin molekiil biiyiikliigliniin reaksiyon olusumuyla

olan iligkisi en 6nemli faktorler arasinda sayilabilir (Carraher ve Charles 2008).

2.1.1. Basamakh (kondenzasyon) polimerizasyonu

Basamakli polimerler; kondenzasyon, Friedel-Crafts, Diels-Alder, Micheal katilmasi gibi
organik tepkimelerle hazirlanabilir. Bu tepkimeler i¢inde en ¢ok kullanilan kondenzasyon
tepkimeleri oldugu i¢in bu kavram basamakli polimerizasyon yerine kullanilmaktadir.
Kondenzasyon polimerleri benzer ya da farkli polifonksiyonel monomerlerden kiigiik bir
molekiil ¢ikisiyla elde edilir. Burada en 6nemli kosul; monomerlerin polifonksiyonel
olmasidir. Hidroksil, karboksil, amin gibi gruplardan en az iki tanesini tasiyan
monomerler; esterlesme, amitlesme gibi reaksiyonlar sonucu HCI, CO2, H2O, N2, NH3 gibi
kiigiik molekiillerin ¢ikmasiyla kondenzasyon polimerlerini olustururlar. Bu sentez
yonteminde polimerizasyon reaksiyon boyunca polimerlerin molekiil kiitlesinin yavas
yavas artmasi ile ilerler ve reaksiyonun herhangi bir basamaginda sistemde tiim molekiil
tirlerinin bir karisimi bulunur. Bu o6zelliginden dolayi, katilma polimerizasyonu ile
kondenzasyon polimerizasyonu arasinda onemli bir fark bulunur. Yani kondenzasyon
polimerizasyonunda, ortamdaki herhangi iki molekiil reaksiyona girip, monomer daha
reaksiyonun basinda tiikenirken; katilma polimerizasyonunda monomer tek tek zincire
katilir ve monomer konsantrasyonu reaksiyon siiresi boyunca giderek azalir. Basamakli

polimerizasyonda polimerizasyonun baslamasindan sonra belli bir asamada monomer,



dimer tirii kiiglik molekiiller kalmaz, yiiksek mol kiitleli polimer ise ancak

polimerizasyonun sonlarina dogru elde edilir (Odian, 1970; Sagak, 2012:15-16,19).

Polimerlerin iiretiminde kullanilan teknikler polimerizasyon ortaminin 6zelligine gore;

¢ Y18 polimerizasyon,

e (ozelti polimerizasyonu,

¢ Emiilsiyon polimerizasyonu,
e Dispersiyon polimerizasyonu,

e Siispansiyon polimerizasyonu, bagliklar1 altinda siniflandirilir.

Y181n polimerizasyonu

Yi1gin polimerizasyonu, polimerizasyon c¢esitlerinin en basitidir. Sivi, kati, veya gaz
halindeki monomerler bu yol ile polimerlestirilse de sivi (ya da polimerizasyon
sicakliginda eriyen monomerlerin) polimerizasyonu i¢in daha elverigli bir yontemdir.
Monomerlerin dogrudan baslatici, 1s1, 151n gibi polimerizasyonu bagslatict etkenler
yardimiyla polimerlestirildigi tekniktir. Sadece monomer ve monomerde ¢oziinen
baslaticidan olusur. Gerektigi durumlarda, molekiil kiitlesinin kontrolii i¢in zincir transfer
ajant kullanilabilir. Yigin polimerizasyonunun diger polimerizasyon tekniklerinden;
polimerizasyon hizinin yliksek olmasi, temiz polimer eldesi, uygulama kolayligi, polimerin
dogrudan islenebilmesi gibi avantajlar1 vardir. Ancak, polimerizasyon sirasinda artan
ortam viskozitesi 1s1 aktarimini ve karistirmayr zorlastirir. Yigin polimerizasyonu ile elde
edilen polimerlere, poli(metil metakrilat) ve polisitren gibi 6rnekler verilebilir (Odian,

2004; Sagak, 2012:143).

Cozelti polimerizasyonu

Cozelti polimerizasyonunun baglangicinda polimerizasyon ortaminda monomer, ¢oziicii ve
baglatici bulunmaktadir. Zincir transferi olmayan uygun bir ¢oziicli igerisinde monomerin
polimerlestirilmesi ile elde edilir. Coziicii polimerizasyon ortamini seyrelttigi i¢in viskozite

diiger, karistirma kolaylasir ve daha etkin bir 1s1 transferi yapilabilir.



Polimerizasyonda kullanilan ¢6zlicii hem monomeri hem de baglaticiyr ¢ozerse
polimerizasyon homojen bir ortamda baslar, ilerler ve sonlanir. Buna homojen ¢ozelti
polimerizasyonu denir. Coziiciiniin monomeri ¢6zlip, polimeri ¢dzmemesi sonucu ortamda
¢Oziinmeyen toz ve tanecik halinde polimer kalir. Ortamin homojenliginden s6z edilemez.

Bu tiir ¢ozelti polimerizasyonlarina heterojen ¢ozelti polimerizasyonu denir.

(Cozelti polimerizasyonlarinda ¢oziicii segimine ¢ok dikkat edilmelidir. Daha ¢ok alifatik
ve aromatik hidrokarbonlar, esterler, alkoller ve eterler kullanilir. Su ¢06ziiclii olarak
kullanilir, ancak ¢ogu organik kokenli olan monomerler kullanilarak su igerisinde ¢ozelti
polimerizasyonu gergeklestirilemez. Poli (akrilamit), poli(akrilik asit), poli (metil
metakrilat) gibi bazi polimerler ise su ortaminda sentezlenebilir. Vinil asetat, akrilonitril ve

akrilik asit esterleri ¢6zelti polimerizasyonu ile polimerlestirilir (Odian, 2004; Sagak,
2012:154).

Emiilsiyvon polimerizasyonu

Emiilsiyon polimerizasyonu genellikle sulu ortamda yiiriitiilen bir islemdir. Bu yontemle
ilgili ilk patent 1909 yilinda Bayer firmasi tarafindan alinmistir. Endiistriyel boyuttaki
iretim 1940’11 yillarda stiren-biitadien kaucugu (SBR) iiretimi ile 6nem kazanmistir.
Gilinimiizde SBR kaugugunun yani sira, polivinil kloriir, polivinilasetat, poliakrilat ve
metakrilatlar, gibi c¢esitli radikal polimerizasyon iirlinleri emiilsiyon polimerizasyon

yontemi ile iiretilen polimerlerdir.

Siispansiyon polimerizasyonu teknigi ile elde edilen iiriin partikiil boyutu 10 um ile 10 mm
arasinda olmasina karsin, emiilsiyon polimerizasyonunda 0,05 ile 5,0 um boyutlarindadir.
Ayrica, emiilsiyon polimerizasyonunda sonug iiriin bir sentetik lateks, baska bir ifadeyle,
polimer partikiillerinin sulu ortamdaki kararli bir emiilsiyonu seklindedir. Emiilsiyon
polimerizasyonunun bir ¢ok uygulamasinda iiriin lateks dogrudan kullanilir. Boya, yiizey
kaplama, yapistiricilar, lateks kopiik kauguk bu uygulamalara 6rnek olarak verilebilir

(Ersoy, 2015).



Dispersiyon polimerizasyonu

Dispersiyon polimerizasyonu uzun yillardir bilinen bir teknik olmakla beraber, tek
basamakta mikron veya nano biiyiikliikte monodispers polimer parcaciklarinin
hazirlanmasi i¢in ilgi ¢ekici bir yontem sunmaktadir. Dispersiyon polimerizasyonu tek
basamakta 0,1-15,0 um biiytikliikte, bazen de olduk¢a dar veya monodispers molekiiler
agirlik dagilimina sahip pargacik olusumunu saglayan essiz bir polimerizasyon yontemidir

(Barret, 1975).

Es boyutlu partikiillerin sentezlenmesi i¢in secilen dispersiyon polimerizasyonu, bu
ozelliginden dolay1 siispansiyon ve emiilsiyon polimerizasyonlar1 arasindaki boslugu
doldurmaktadir. Bu ydntem, birgok polimerin sentezlenmesi amaciyla kullanilmistir

(Barret, 1975; Karabacak, 2006; Yavuz, Bayramoglu, Kagar, Denizli ve Arica, 2002).

Olusan pargaciklarin boyutlari, genellikle ortamda olusturulan polimerin ¢dziiniirliigiine
baglidir. Olusturulan polimer, iyi bir ¢0ziiniirlige sahip ise, polimer zincirlerinin
agregasyonu gecikmekte, bu da daha biyiik ¢apa sahip pargaciklarin olugmasina yol
acmaktadir. Polimer daha diisiik bir ¢6ziiniirliige sahip ise, polimer daha ¢abuk pihtilasir ve

daha kii¢lik boyuttaki partikiiller elde edilir (Kim, 1996).

Siispansiyon polimerizasyonu

Siispansiyon  polimerizasyonu  giinlimiizde bir¢ok ticari polimerin {iretiminde
kullanilmaktadir. Giintimiizde akrilik ve metakrilik asitler, stiren ve kopolimerleri, vinil
asetat, vinil klorilir ve daha pek ¢ok doymamis monomerin polimerizasyonunda kullanilan
bir heterojen polimerizasyon teknigidir. Diizgiin kiiresel tanecik olusturmasi nedeniyle
teknik, boncuk ya da inci polimerizasyonu olarak da adlandirilir (Marck ve Gaylord,
1985).

Stispansiyon polimerizasyonu ilk kez 1909 yilinda Hoffman ve Delbruch tarafindan
gelistirilmistir (Hofmann ve Delbruck, 1909; Vincent ve Dowding, 2000; Arica,
Bayramoglu ve Altintas, 2009). Bu teknikte monomer veya monomerler siirekli karistirma
ile suda asili damlalar halinde tutulur ve bu yolla, birbiri ile karismayan iki ayr1 faz olusur.

Bu yontemin avantajlari; diislik ortam viskozitesi, sicaklik kontroliiniin iyi yapilabilmesi ve
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daha homojen bir molekiil kiitlesi dagilimi elde edilmesidir. Siispansiyon
polimerizasyonunda reaksiyon alani kiicliik damlalara boliindiiglinden polimerizasyon 1s1s1
daha kolay wuzaklastirilabilir(Elias, 1977). Siispansiyon proseslerinin, onemli
avantajlarindan biri de, bu yontemde iiriin tanecik boyunun ¢ok daha kolay ayarlanabilmesi

ve istenilen boyda iirlin elde edilebilmesidir.

2.1.2. Katilma (zincir) polimerizasyonu

Katilma polimerizasyonunda monomer molekiilleri, biiyiimekte olan polimer zincirlerine
birer birer ve hizla katilirlar. Hizli zincir biiylimesi nedeni ile polimerizasyonun her
asamasinda yalniz yiiksek molekiil kiitlelisine sahip polimer ve tepkimeye girmemis
monomer bulunur. Bu yontem ile genellikle ¢ift bag igeren; vinil kloriir [CH2=CHCI],
propilen [CH>=CHCHzs], etilen [CH2=CH], akrilonitril [CNCH=CH>], izobiitilen
[(CH3)2C=CH2], stiren [CeHsCH=CH.] vb. dienlerin ve vinil monomerlerinin
polimerizasyonu gergeklesmektedir (Sagak, 2012:20-21). Katilma polimerizasyonu
baslatmak i¢in iyonlar (katyon veya anyon) veya serbest radikaller (benzoil peroksit,
azobisizobiitironitril) kullanilmaktadir. Bu baslaticilar varliginda gergeklesen katilma
polimerizasyonu yontemlerinde polimer zinciri ¢ok kisa siirede (0,1 saniye) yiiksek
molekiil kiitlesine ulagir. Ustelik higbir ara iiriin olusumu da gerceklesmez. Tepkime
stresinin ilerlemesi ile monomerlerin polimere doniisiimii artar fakat polimer,
monomerlerin aktif merkezlere ard arda hizli bir sekilde katilmasiyla bir anda
olustugundan reaksiyon siiresinin uzun olmasi durumunda reaksiyon veriminde artis

gozlenirken molekiil kiitlesinde 6nemli bir artis gozlenmez (Odian, 2004).



Kondensasyon
(Basamakl1)
Polimerizasyon

Serbest

Radikal(Radikalik)

Sekil 2.1. Polimerizsyon reaksiyonlar1

Radikal katilma polimerizasyonu

Polimerizasyon radikaller lizerinden baglar ve zincir biiylimesi de ayni sekilde radikaller
tizerinden gergeklesir (Liu ve Wang, 2016). Radikalik polimerizasyona yatkin bir
monomerin polimerizasyonu, bu monomerin varliginda polimerizasyon ortaminda serbest
radikaller olusturularak bagslatilir (Sekil 2.2). Biiylime basamaginda aktif bir zincirin
ucundaki tek elektron, monomerin ¢ift bagindaki n-elektronlarindan birisi ile etkileserek
yeni bir monomeri polimer zincirine katar. Diger n-elektronu zincir ucuna aktarilir (Sekil

2.3).
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Sekil 2.2. Benzoil peroksit baslaticisindan radikal olusumu
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Sekil 2.3. Biiylime basamaginda n-elektronu aktarimi

Polimerizasyonu baglatabilecek serbest radikaller bazi kimyasal maddeler ve fiziksel

etkenlerden olugsmaktadir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Radikalik polimerizasyonun baglatilmasinda kullanilan kimyasal maddeler ve
fiziksel etkenler

Kimyasallar Fiziksel Etkenler

Organik peroksit veya hidroperoksitler Is1

Azo bilesikler Isik ve UV-1sinlari

Redoks baglaticilar Yiiksek enerjili 1ginlar
Elektrokimyasal yontem

1. Radikalik polimerizasyon isleminde baslatici olarak kullanilan kimyasallar

Organik molekillerin 1s1l bozunmasiyla parcalanma

Diagil peroksitler, dialkil peroksitler, organik hidroperoksitler, azo bilesikleri gibi organik
bilesikler 1s1 etkisi ile parcalanarak serbest radikaller olusturabilmektedir. Bu bilesiklerin
radikalik polimerizasyonda baglatici olarak kullanilabilmeleri i¢in polimerizasyon
tepkimlerinin yuriitiildiigii sicaklik araliginda yeterli sayida radikal tiretip tiretmediklerinin

bilinmesi gerekmektedir (Sagak, 2012: 261).
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Diagil peroksitler

Diagil peroksitler (R-C(0)-O-O-C(O)-R), oksijen-oksijen bagmin homolitik kirilmasi
sonucunda serbest radikal olustururlar (Sekil 2.4) ( Buback, Frauendorf, Giinzler ve Vana,
2007).

O O O
] ] 1
CH;—C-0-0-C—CH; —> 2CH;-C-0-
Sekil 2.4. Asetil peroksitin bozunmasi sonucu asetil oksi radikali olusumu

Dialkil peroksitler

Dialkil peroksitler (R-O-O-R) 1s1 etkisiyle bozunur ve 2 alkoksi radikali (R-Oe) verirler
(Sekil 2.5) (Sheppard ve Kamath, 2004).

(;H; ?H} (ITH:
H3C—?—O—O—§—CH3 —_— 2CI—[3—(|,‘—O-
CH;, CH; CH;

Sekil 2.5. t-biitil oksi radikali olusumu

Organik hidroperoksitler

Organik hidroperoksitler (R-O-OH), radikalik baslatici olarak kullanilan bir diger kimyasal
madde grubudur. Parcalanmalart  oksijen-oksijen bagi tiizerinden gerceklesir.
Hidroperoksitler radikallere karsi duyarli yapilardir. Polimerizasyon ortaminda bulunan
radikal tiirleriyle kolayca etkilesime gecerek peroksi radikallerine doniisiirler (Sekil 2.6)
(Odion, 1970; Sagak, 2012: 265).
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CH; CH3;
| |

CH;—C=0-OH —= CH;=C-0- + -OH
CH; CH;

Sekil 2.6. Hidroperoksit radikalinin olusumu

Bozunma sicakliklar1 diisiik olan azo bilesiklerinin (R-N=N-R), kullanim sicaklik
araliklarinin genis olmasi ve ayrica bozunmalar1 sirasinda agiga cikardiklar1 azot gazi
miktarinin kolay bir sekilde belirlenebilmesi sayesinde iirettikleri serbest radikal sayisinin
hesaplanabilmesi gibi avantajlarindan dolay1 yaygin olarak kullanilan baglatici tiirleridir

(Sekil 2.7) (Chamulitrat, Takahashi ve Mason, 1989).

CH; CH; CH;
CH;—C-N=N=C=CH; —= 2CH;=C+ + N
CN CN CH;

Sekil 2.7. 2,2’-Azobisizobiitironitril (AIBN) baslaticisinin radikal olusumu

Redoks tepkimeleriyle baslama

Redoks baslaticilar genellikle suda ¢oziinen ve oda sicakligina yakin bir sicak degerinde

indirgenme-yiikseltgenme (redoks) tepkimleri ile radikal iiretebilen bilesikleridir.

1. Radikalik polimerizasyon igleminde baslatic1 olarak fiziksel etkenler

Radikalik polimerizasyon hem 1si1l hemde fotokatalitik olarak baglatilabilir ( Otsu ve
Yoshida, 1982).

Is1l baslama

Katilma polimerizasyonunda kullanilan baz1 monomer cesitleri 1s1 etkisi ile kendiliginden
polimerlesirler. Isil katilma polimerizasyonunun hizi uygulamanin yapildigt sicakliga
baghdir ve tepkime genellikle yavas ilerler. Metil metakrilat ve stiren 1s1 etkisi ile
kendiliginden  polimerlesen  monomerlerdendir. ~ Stirenin 60 °C  daki 1sil

polimerizasyonunda 1 saat sonunda monomerin %0,1’inin polimerlestigi, sicakligin 127
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http://www.jbc.org/search?author1=N+Takahashi&sortspec=date&submit=Submit
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°C’ye ¢ikarilmasi ile tepkime hizinin %14 ulastig1 rapor edilmistir (Teramoto, Motoyama,
Yasomiya ve Shibata, 2003; Sacak, 2012: 269).

Fotokimyasal baslama

Bazi monomer tiirleri goriiniir bolge ve UV-1sinlan etkisine maruz kaldiginda dogrudan
polimerlesir ve bu polimerzasyona fotopolimerizasyon ad1 verilir. Ozellikle zayif karbon-
halojen baglar1 bulunduran monomerler fotopolimerizasyona yatkindirlar. Metil metakrilat,
vinil bromiir, akrilamit, stiren ve vinil alkil ketonlar monomerleri kullanilarak UV-

fotopolimerizasyona teknigi ile polimerler hazirlanabilmektedir (Bayramoglu ve Arica,
2009).

Yiiksek enerjili 1sinlar ile baslama

Radikalik zincir polimerizasyonunu baslatmada kullanilan bir diger yontem ise saf haldeki
monomerin veya monomer ¢ozeltilerinin hizlandirilmis elektronlar ya da nétronlar gibi
taneciklerle, Y- ya da X- isinlan ile etkilestirilmesidir. Vinil kloriiri akrilonitril, metil
metakerilat, stiren, izopren gibi monomerler iyonlastirici 1sinlarin varliginda polimerlesirler.
Yiiksek enerjili 1sinlar bulundugu ortamdaki taneciklerden elektron koparacak kadar fazla
enerjiye sahiptirler(Maolln, Jun, Min, Hongfei, 2000). Segcicilik 6zelllikleri olmadigindan
monomer ve bunun yaninda ortamda bulunan diger tiirdeki molekiillerden de elektron

koparabilirler (Sekil 2.8).

AB—— A+ + Be

AB——» A" +B+e”

AB———» AB" +e”

AB+e——>» A+B”

AB+eg —» AB~

Sekil 2.8. AB ile gosterilen bir molekiiliin iyonlastirict 151 varliginda verebilecegi
tepkimeler
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FElektrokimyasal baslama

Elektrokimyasal baslamada, radikal, anyon, katyon gibi polimerizasyonu baslatacak aktif
tirler elektrotlar {izerinde gergeklesen tepkimeler ile olusturulur ve bu tepkimeler
elektropolimerizasyon olarak adlandirilir. Polianilin, polipropil gibi iletken polimerlerin
hazirlanmasinda kullanilan etkin bir yontem olmasinin yani sira monomerlerin biiyiik

cogunlugunun polimerlesmesinde de kullanilir (Silvestri, Gambino ve Filardo, 2005).

Iyonik katilma polimerizasyonu

Her monomer polimerizasyonu saglayan aktif merkezlere kars1 farkli bir ilgi gosterir
(Cizelge 2.2). Monomerlerin biiyiikk ¢cogunlugu radikal baglaticilar ile polimerlesir fakat
tepkime hizlar1 oldukga farklilik gosterir. Monomerler iyonik baslaticilara karsi se¢imli bir

davranis gosterirler (Baysal, 1994:119; Silvestri, Gambino ve Filardo, 2005).

Cizelge 2.2. Baz1 monomerlerin verdikleri katilma tepkime tiirleri

Monomer Formiili Serbest Radikal Anyonik Katyonik
Etilen CH,= CH, + - +
Propilen CH,= CHR +
Izobiitilen CH,= C(CH3), +
Biitadien-1,3 CH,=CHCH=CH, + + +
Stiren CH,= CH(CeHs) + + +
Akrilatlar CH,= CHCOOR + +

Akrilonitril CH,= CHCN + +

Katilma polimerizasyon tepkimeleri radikaller ile gergeklestigi gibi katyon ya da

anyonlarin varliginda da gerceklesebilmektedir.

Anyonik polimerizasyon

Iyonik polimerizasyon tepkimesinin bir tiirii olan anyonik polimerizasyonda zincir

biiylimesini saglayan aktif gruplar anyonik karakterlidir (Sekil 2.9).

AN

Sekil 2.9. Anyonik polimerizasyon monomeri
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Vinil asetat, metakrilamit, akrilamit, metil metakrilat vinil asetat, stiren gibi elektron cekici
gruplarsa sahip olan monomerler anyonik polimerizasyon tepkimesi ile polimerlesirler.

Baslatic1 olarak alkali metaller, grignard bilesikleri, iyonlastici 1sinlar kullanilabilir.

Szwarc yaptig1 caligmalar sonucunda anyonik polimerizasyon tepkimesi ile istenilen
molekiil kiitlesine ship polimer sentezlemeyi basarmistir ve bu da yliksek performansh

malzemelerin tiretiminin dniinii agmustir (Szwarc, 1968).

Katyonik polimerizasyon

Katyonik polimerizasyonda biiylimeyi saglayan aktif gruplar pozitif ugludur (Sekil 2.10).

NNNN_(H)

Sekil 2.10. Katyonik polimerizasyon monomeri

Baslatici olarak ¢ogunkla HCI, H,SO, gibi mineral asitleri, Lewis asitleri ve Friedel Carft

katalizorleri kullanilir. Lewis asitleri ¢ogu zaman Lewis bazlar1 veya proton verici

bilesikler ile birlikte kullanilir (Ledwith, 1974).
2.2. Polimerlerin Yiizey Modifikasyonlari

Dogal ve sentetik polimerler, sanayinin istedigini bazen tam olarak karsilayamamaktadir.
Son yillarda dogal ve sentetik polimerlerin modifikasyonu ile yeni polimerlerin sentezi
biiyiik ©6nem kazanmistir. Polimerlerin 6zelliklerini iyilestirebilmek i¢in kimyasal
reaksiyonlar ile polimer molekiillerinde bazi degisiklikler yapilmaktadir. Bu tiir

degisikliklere modifikasyon adi verilir.
2.2.1. Polimerlerin asilama ile yiizey modifikasyonlari

Polimerlerin modifikasyon yontemleri arasinda, asilama umut verici yontemlerden biridir.
Prensip olarak, as1 ko-polimerizasyonu bir polimerin fonksiyonel gruplarma g¢esitlilik
vermek i¢in ¢ekici bir yontemdir (Marck ve Gaylord, 1985; Bayramoglu, Metin ve Arica,

2010; Bayramoglu ve Arica, 2016; Bayramoglu, Tekinay, Ozalp ve Arica, 2015).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1570023215001993
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1570023215001993
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1570023215001993
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1570023215001993
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Dikkate deger caligsmalarda, polimerik iskeletlere farkli monomerlerin polimer zincirleri,
as1 kopolimerizasyon teknikleri ile yapilmistir (Rattan ve Sehgal, 2012; Thakur M.K.,
Thakur V.K. ve Gupta, 2013; Thakur ve Kessler, 2014; Moawia, Nasef, Mohamed ve
Ripin, 2016). Bu teknikler arasinda kimyasal, radyasyon, fotokimyasal, plazma kaynakli

teknikler ve enzimatik agilama bulunmaktadir.

Atom transfer radikal polimerizasyonu teknigi ile asilama (ATRP)

ATRP teknigi, kontrollii ve/veya yasayan polimerizasyon alaninda son yillarda gelistirilen
ve kontrollii, dar molekiil kiitlesi dagilimina sahip polimerlerin elde edilmesine,
tanimlanmis kompleks makromolekiiler yapilarin sentezine olanak saglayan bir yontemdir
(Celikbicak ve digerleri, 2014). ATRP, bir polimer zincir sonu ile gegis metal kompleksi
arasindaki, bir halojen atomunun transferini igerir (Sekil 2.11). ATRP’de monomer olarak
metakrilat, stiren, akrilamit ve akrilonitril basartyla kullanilmaktadir. ATRP’de baslatici
olarak alkil halojentirler (R-X) kullanilmaktadir. Atom transfer radikal polimerizasyonunda
kullanilan gecis metalleri bakir (Cu), demir (Fe), rutenyum (Ru), nikel (Ni), kobalt (Co),
paladyum (Pd) ve renyum (Re) tuzlaridir (Matyjaszewski, 2002). Bu teknikte 2,2-bipiridin,
tetrametiletilendiamin ~ (TMEDA), tris[2-diametilaminoetilamin] (Me6TREN) ve
alkilpiridilmetanimin gibi ligandlar kullanilmaktadir (Karagéz ve digerleri, 2010;

Celikbigak ve digerleri, 2014; Granville ve Brittain, 2004).

k

act
r . n+1 .
R-X + Mt -Y/Ligand X-M; " -Y/Ligand + Re
kdeuct
'kl:'
Monomer

Termination
Sekil 2.11. ATRP genel mekanizmasi

ATRP ile homopolimerler, kopolimerler (rastgele, as1, blok vb.) ve cesitli topolojilere
sahip makromolekiiller sentezlenebilir (Wang ve Matyjaszewski 1995). Bu yodntemle,
istenilen zincir uzunluguna sahip fonksiyonel gruplar iceren nano-fibril yapida polimerik
zincirlerin c¢esitli polimerik yiizeylerde sentezlenmis ve biyomedikal ve biyoteknoloji
alaninda ¢ok sayida uygulamalari literatiirde rapor edilmistir (Bayramoglu ve Arica, 2009).

Biyolojik katalizorlerin tutuklanmasinda zincir asilarin kullanimi bu as1 zincirlerin kismi


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1876619612000289
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1876619612000289
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141813013004509
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141813013004509
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141813013004509
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352492814000051
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352492814000051
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0969806X16300081
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0969806X16300081
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0969806X16300081
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0969806X16300081
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mobilitesi ve difiizyon kisitlamalarini azaltmasi nedeni ile olumlu sonuglar alindig yapilan

caligmalarda rapor edilmistir (Bayramoglu ve digerleri, 2009).

Bayramoglu ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada p(HPMA/EGDMA) kiireler
slispansiyon polimerizasyonu ile hazirlanmis ve 2-bromo-2-methylpropionyl bromide ile
kiirelerin yiizeyi fonksiyonel hale getirilmistir. CuBr/ Bipridin ve dioksan varliginda ATRP
yontemiyle kiire yilizeyine p(GMA) fircalar1 asilanmistir. Kiireler agmatin ile
fonksiyonellestirilip sulu ortamdan serum albumini adsorpsiyonu c¢aligmalarinda

kullanilmastir.

2.2.2. Kimyasal modifikasyon

Kimyasal modifikasyon son yillarda polifonksiyonel polimer materyallerinde olan ihtiyag
ile ilgili olarak siirekli gelisme gostermektedir (Kurbanova, 1976). Yiizeylerin
modifikasyonunda dogrudan kullanilan veya baska modifikasyon tiiriiyle modifiye edilmis
yiizeylere yeni gruplarin baglanmasini saglayan bir modifikasyon tiiriidiir. Kendiliginden
diizenlenme modifikasyonu da bu modifikasyon yontemine dahil edilebilir. Ozellikle
yiizeye bagli gruplarin, amitlesme, esterlesme veya shiff bazi olusumu gibi reaksiyonlarla
modifiye edilmesinde oldukca sik kullanilan bir modifikasyon tiiriidiir. Ornegin yiizeye
bagli bir amin ile karbodiimitle aktiflenmis bir asitin amitlesmesi, tiyonilkloriirle
aktiflenmis bir karboksilik asit grubuyla bir alkol grubunun esterlesmesi, amin grubuyla
aldehit grubunun alkol ortaminda belirli sicaklikta shiff bazi olusturmasi bu modifikasyon
tiirline 6rnek olarak verilebilir (Rahman, Won ve Shim, 2003; Salimi, Hallaj ve Khayatian,
2005).

2.3. Enzimlerin Genel Ozellikleri

Protein yapisinda olan suda ¢ozilinen ve spesifik olarak tepkimeleri katalize eden enzimler,
diger proteinler gibi 12.000 - 1.000.000 arasinda degisen hatta bu degerin iistiine ¢ikabilen
molekiiler kiitleye sahiptirler. Canli hiicrelerde sentezlenen enzimler, aktivasyon enerjisini
diisiirerek, uzun siirede ve zor sartlar altinda gergeklesen tepkimelerin daha kisa siirede ve
az enerji harcanarak gerg¢eklesmesine olanak tanidiklari i¢in biyolojik katalizorler olarak da

bilinirler (Teramoto, Notoyama, Yasomiya ve Shibata, 2003).
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Enzimler diizenli tepkime dizilerindeki aktiviteleriyle besin molekiillerinin parcalandigi
tepkime basamaklarimin yiizlercesini katalizlerler, bdylece kimyasal enerjiyi korur,

dontstiiriir ve basit molekiillerden biyolojik makromolekiiller iiretirler (Nelson ve Cox
2005).

2.4. Enzimlerin Uygulama Alanlarn

Tekstil, eczacilik, tip, gida, gibi birgok alanda kullanilan enzimlerin katalizorlere kiyasla
diistik sicaklik ve basingta calisabilme, yiiksek Kkatalitik aktivite, hassasiyet ve spesifik
olma gibi stiinlikleri vardir. Giiniimiizde kullanilan enzimlerin ilk uygulamalari antik
caga kadar dayanmaktadir. O donemlerde peynir, bira, mayali ekmek, sarap, sirke
tiretiminde; keten, deri gibi malzemelerin yapiminda kullanilmaktayd: (Kirk ve digerleri,
2002). Enzimler secici olarak endiistriyel kimyasal sentez reaksiyonlarmi kataliz eden
yararli biyolojik molekiiller olarak kabul edilmektedir. Bu yiizden, saf molekiil ihtiyacinin
fazla oldugu, ilaglarin, kimyasallarin ve zirai kimyasal maddelerin iiretiminde yaygin

olarak kullanilmaktadirlar (Dufresne ve Vignon 1998).

Enzimler hiicre disinda da katalitik aktivite gosterdikleri i¢in hiicrelerinden izole edilerek
cesitli endiistriyel alanlarda kullanilabilirler. Enzimlerin biyoteknolojik yontemler
kullanilarak da iiretilmeleri miimkiindiir. Ornegin, tripsin enzimi biiyiik bas hayvanlarin
pankreaslarindan, nigastayr pargalayan alfa-amilaz enzimi ¢imlenmekte olan arpadan,
lizozim enzimi yumurta akindan fiiretilebilir. Iceceklerin bozulmasini &nlemek igin
Aspergilus niger’den biyoteknolojik metotlarla iiretilen katalaz enzimi kullanilmaktadir

(Chaplin ve Bucke, 1990).

Son yillarda enzimlerin kagit hamuru iiretiminde ve kagit endiistrisinde kullanilabilmesi
icin yapilan g¢alismalarda oldukca artis gozlenmistir. Agartma ve miirekkep giderme
islemlerinde ¢cogunlukla lakkaz, seliilaz, katalaz, lipaz ve ksilaz enzimleri kullanilmaktadir

(Varalakshmi ve Siva, 2013).

Medikal alanda kullanilan bir¢gok enzim arasinda hazmi kolaylastirict ve proteini
parcalayan proteaz, nisastay1r parcalayan seliiloz, yaglar parcalayan lipaz ve laktozu

parcalayan laktaz enzimleri 6rnek verilebilir (Brant ve digerleri, 2004).
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Enzimlerin ¢ok kullanildigi bir diger alan ise deterjan endiistrisidir. Deterjanlar
kullanilacaklar1 alana gore igeriginde degisiklik gosteren kompleks karigimlardir. Bazi
deterjanlar alkali kosullarda aktivite gosteren alkali-protez (bazik) enzimlerini igerirler,
bazi deterjanlarin yapiminda da amilaz, seliilaz ve lipazlar kullanilmaktadir. Bu enzimlerin
etkisi ile ozellikle protein, yag ve nisastanin tesiriyle olusan kirlilik etkisi bir sekilde

temizlenir (Fuentes ve Roberts, 1988).

Endiistriyel calismalarin biiyiik ¢ogunlugu sulu ¢ozeltili ortamlarda gergeklestirildiginden,
katalizor olarak kullanilan serbest enzimlerin aktivitelerini kaybetmeden geri kazanilmalari
miimkiin degildir. Son yillarda bu sorunlarin giderilmesi amaciyla bir¢ok ¢aligma yapilmig
ve cesitli yontemler gelistirilmistir (John, 1985; Juang, Wu ve Tseng, 2002). Endiistriyel
uygulamalarda serbest enzimlerin geri kazanimlarinin diisiik ve zor olmasi, tekrar kullanim
imkanlarinin sinirli olmasi gibi dezavantajlar enzimlerin ¢oziinmeyen kat1 bir destege
tutunmasimi ifade eden imobilizasyon islemi ile giderilebilmektedir ( Teramoto ve

digerleri, 2003).
2.5. Enzim Immobilizasyonu

Enzimlerin katalitik aktivitesini kaybetmeden siirekli ve defalarca kullanimin1 saglamak,
kararliliklarin1 arttirmak i¢in modifikasyon ile cesitli destek malzemeleri iizerine fiziksel
(iyonik baglanma, afinite, hidrofobik baglanma v.b.) veya kimyasal (kovalent baglanma)
yontemle hapsetme (sabitleme) islemidir (Zaborsky, 1973). Immobilizasyon terimi sadece
enzimler degil hiicresel organeller, mikrobiyal hiicreler, bitki ve hayvan hiicreleri gibi tiim

biyokatalizor tiplerine de uygundur (Tanaka ve Kawamoto, 1999).
Enzim immobilizasyonu isleminin sagladig1 avantajlari;

Yiiksek kararlilik ve tepkime sirasinda aktivite artisi,

Enzimin reaksiyon ortamindan istenildiginde kolayca uzaklastirilabilmesi,
Coklu enzim reaksiyon sistemleri i¢in kolaylikla uygulanabilirligi,

Tekrar kullanilabilirliginin fazla olmast,

Elde edilen iriinleri kirletmemesi (enzim igermemesi),

Enzim ¢alisma kosullarinin kolayca kontrol edilebilmesi,

AN N N N N N

Cevre kosullarina (pH, sicaklik... vb.) kars1 daha dayanikli olmasi,
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v Endiistri ve ilag sanayisinde kullanilabilirligi ve

v Kirletici atik olusumunun en az seviyede olmasi

olarak siralanabilir (Arica, 2000).

Bu avantajlarin yani sira immobilizasyon isleminin sundugu baz1 dezavantajlar ise;

v Immobilizasyon isleminde kullanilan polimerik destek materyalin streik
engellemesinden dolay1 enzimin biyolojik aktivite kaybina ugrayabilmesi,

v" Enzimin immobilizasyon kosullarindan etkilenebilmesi,

<\

Aktivasyon igin gerekli olan aminoasitler {izerinden baglanmanin ger¢eklesebilmesi,
v' Genelde gelismis ve 6zel ekipmanlar gerektirdiginden immobilizasyon isleminin

maliyetli olmas1

seklinde siralanabilir (Arica, 2000).

2.5.1. Enzim immobilizasyonunda kullanilan yontemler

Enzimlerin destek materyallere tutuklanmasinda kovalent baglanma, adsorpsiyon, fiziksel
tutuklama gibi ¢esitli immobilizasyon yontemleri kullanilmaktadir (Arica, 2000). Enzim
immobilizasyonunda enzim ve destek malzemesi arasinda kimyasal veya fiziksel
etkilesimlerin yer aldig1 temel iki yontem vardir. Fiziksel etkilesimler ii¢ boyutlu bir matris
icinde enzimin tutuklanmasi veya organik/inorganik bir polimer i¢inde kapsiillenmesi
yontemlerini; kimyasal etkilesimler ise adsorpsiyon, kovalent baglanma veya capraz
baglanma yontemlerini igerir. Bu yontemlerin her birinin kendilerine 6zgii avantaj ve

dezavantajlar1 bulunmaktadir (Fernandez, Sanroman ve Moldes, 2012).

Enzim immobilizasyon yontemi segilirken enzimin yapist ¢ok iyi bilinmelidir. Enzim ile
tasiyic1 arasinda herhangi bir baglanma s6z konusu ise ya bu baglanmanin enzimin aktif
merkezinde gerceklesmeyecegi tasiyicilar secilmeli ya da immobilizasyon sirasinda ve
immobilizasyondan sonra enzim aktif merkezine zarar vermeyecek bir yontem olmalidir.
Uygun immobilizasyon yontemi se¢iminde 4 ana 6lgiit g6z oniine alinmalidir. Bu 6l¢iitler,
kararlilik, giivenirlik, maliyet ve aktivitedir. Bu Olgiitler i¢inde enzimatik aktivitenin en

yiiksek diizeyde korundugu yontemin segilmesi énemlidir (Onal, 2000).
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Enzim immobilizasyon yontemleri genel olarak iki sekilde siniflandirilirlar:

1. Kimyasal yontemler
v' Kovalent baglama

v' Capraz baglama

v' lyonik baglanma

2. Fiziksel yontemler

v' Adsorpsiyon
v' Hapsetme

Kimyasal yontemler

Kovalent baglama

Enzim immobilizasyonu i¢in kullanilan kimyasal yontemlerden biri kovalent baglamadir
ve bu yontem enzim immobilizasyonda geleneksel bir metotdur (Nisha, Arun ve Gobi,
2012). Enzimin karboksil, hidroksil, amino gibi fonksiyonel grup igeren destege kovalent

baglanmasi ile immobilizasyon gerceklesir (Sekil 2.12).

Fonksiyonel grup ve destegin secimi enzim ve destegin davranist ve enzimin
dayanikliligina baghdir. Destegin fonksiyonel gruplara kovalent baglanmasi katalitik
hareket icin enzimin yapisinda gerekli olmayan bolgeden yapilir. Enzim dayanikliligini
artirmak i¢in inhibitdr veya substratin varliginda enzimin baglanmasi, tersinir enzim-
inhibitor kompleksi olusturma ve enzimin g¢apraz baglayici ile kimyasal olarak modifiye
edilmesi gibi kullanilan bir ka¢ koruyucu teknikler bulunmaktadir (Cao, Langen ve
Sheldon, 2003).
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. Altif aminoasit
— fonksiyonel grubu

Bosluk Tasiyidaki baglanan

Sekil 2.12. Tasiyicilarda enzimlerin kovalent immobilizasyonu : (A) Aktif amino asit
fonksiyonel grubu; (B) tasiyicilarin baglama 6zelligi; (C) tastyici; (D) bosluk

Genellikle, enzimler tasityiciya baglamadan Once veya tasiyicilar enzim baglamak igin
kullanilmadan Once aktivite edilerek daha etkin bir immobilizasyon islemi
gerceklestirilebilir. Baglarin sayist veya baglanma modelinin kontrolii olan birgok

durumda gereklidir (Gemeiner, 1992; Glazer, Bar-Eli ve Katchaski, 1962).

Kovalent immobilizasyona bir 6rnek olarak Cho ve Rhee (1993) tarafindan gerceklestirilen
silika bazli immobilizasyonu verebiliriz. Bu immobilizasyon semast Sekil 2.13 de

verilmistir.
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Silenizasyon Glutaraldehit
OSi— OH _ O—Si—(CH:)aNH:

Aminoalkil asit
O—Si—(CH2)3N=CH(CH2)3CHO
0 Karbodiimid
O_Si—(CH3 J2N=CH(CH, )3CG'*N(CH’.’)né_ OH
R
9 ',‘*H +NH,-Lipaz
OSi—<CHz>3N=CH<CH2)3C”N(°H2)"C‘°'IC‘
NH
R

0
O—Si—(CI-13)3N=CH(CH:,)SCI-lN(CHg)n&—NH-UpaZ

Sekil 2.13. Silika-bazli bir materyale enzimin kovalent baglamasi

Capraz baglama

Capraz baglama yonteminin temeli; kiiciik molekiillii iki veya ¢oklu fonksiyonel reaktifler
ile enzim molekiillerin etkilesimi ile suda ¢oziinmeyen komplekslerin olugsmasina dayanir.
Yontemde, molekil i¢i baglarin yani1 sira molekiiller aras1 bag tiirleri de séz konusudur
(Topgu, 2008). Enzim molekiillerinin birbirleriyle baglanmasi ise gluteraldehit gibi ¢ift
fonksiyonlu bir reaktif kullanilarak enzimlerin ¢capraz baglanmasiyla saglanabilir (Brady ve
Jordaan, 2009). Diger c¢apraz baglayicilar karbodiimid tarafindan aktive edilmis
dialdehidler, diimino esterler, diizosiyanatlar ve diaminlerdir (Sekil 2.14) (Arroyo, 1998).

Aktif amino fonksiyonel gruplari

\ Capraz Baglayici
) /

G
| = ‘

IME Capraz Bagli IME

Sekil 2.14. Capraz baglayici ile amino gruplarindan ¢apraz baglanma
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Glutaraldehit enzim molekiillerinin amino gruplarindan (Sekil 2.15), diaminler ise

karboksil gruplarindan ¢apraz baglarlar (Sheldon, 2010).

Sekil 2.15. Gluteraldehit ile ¢apraz baglama

Iyonik baglama

Iyon degistirme yetenegine sahip suda ¢dziinmeyen tastyicilara enzimin iyonik olarak

baglanmasi esasina dayanmaktadir (Wang, 1993).

Enzim aktivitesi kovalent baglama ve fiziksel adsorpsiyona kiyasla daha yiiksek oldugu
icin, iyonik baglama bir enzimi immobilize etmek i¢in ¢ok daha uygun bir metottur (Cao
ve digerleri 2003). Ancak enzim ile tasiyici arsindaki bag, kovalent bag kadar giiglii
degildir.

Fiziksel yontemler

Adsorpsiyon

Yiizey aktif, suda ¢oziinmeyen bir adsorbanin (aktif karbon, gézenekli cam, kiil, silikajel,

CaCOg, nisasta, gluten gibi) enzim c¢ozeltisi ile karigtirllmasi ve enzimin asirisinin

yikanarak ortamdan uzaklastirilmasi esasina dayanmaktadir (Nelson ve Griffen, 1916).
Adsorpsiyon metodu, zayif ¢cekim kuvvetleri (hidrojen bagi, hidrofilik bag, van der Waals
etkilesimleri vb.) ile enzimin inert bir tastyiciya baglanmasi islemini kapsamaktadir (Sekil
2.16) (Arica, 2000). Adsorpsiyon, islemin basit ve ucuz olmasi, yiiksek katalitik aktivite
saglamasi ve en Onemlisi tutuklu enzimin inaktivasyonundan sonra, destek materyalinin

tekrar tekrar kullanilabilmesi gibi nedenlerden dolay1 diger metotlardan daha yiiksek bir
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ticari potansiyele sahiptir (Bayramoglu, Yal¢in ve Arica, 2005; Arica ve Bayramoglu,
2004).

Bu metot, bu nedenlerden dolayi, ekonomik olarak ilgi ¢ekicidir, ancak etkilesimler
nispeten zayif oldugundan, matriksden enzim kagisi olabilmesi nedeniyle de sorun
olusturmaktadir (Mateo, Abian, Fernandez-Lafuente ve Guisan, 2000; Pryakhin, Chukhrai
ve Poltorak 1977; Kumakura ve Kaetsu, 2003). Fiziksel adsorpsiyonda tasiyict materyalin

ylizey kimyasina bagli olarak enzimin denaturasyonu goriilebilir.

Enzim )

o——
® .. Destek

Sekil 2.16. Enzimin destege adsorpsiyon metoduyla baglanmasi

Hapsetme

Polimer maddelerde ya da yar1 gecirgen membranlarda enzimin hapsolmasi yontemidir (Sekil
2.17). Enzimin sulu bir polimer ¢ozeltisinde veya monomer ¢ozeltisinde ¢oziilmesi gerekir.
Polimerin olusturulmasi, UV radyosyonu, gama 1sinlar1 veya 1siyla baslatilarak,
olusturulan polimer igerisinde enzim hapsedilir. Bu yontemde sec¢ilen polimerin, substrat
ve lrlinlin difiizyonuna izin verip Uriinii hapsetmesi beklenir. Bu ylizden polimerin yeteri
kadar siki olmasi gerekir. Bu metot kullanilarak, biitiin hiicreler, farkli biiyiikliikteki

mikroorganizmalar, diger biyokatalizorler hapsedilebilir (Yener, 2007; Malkog, 2011).
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Sekil 2.17. Gozenekli kat1 bir destek malzemesi i¢inde enzimlerin tutulmasi (matriks ici
tutuklama)

2.6. Iimmobilizasyon isleminde Kullanilan Destek Materyelleri

Immobilizasyon isleminde kullanilacak ideal bir destek genel olarak; basinca kars1 fiziksel
dayanaklilik, hidrofilik o6zellik, enzimin segicili§ini arttirma, biyolojik uyumluluk,
mikrobiyal saldiriya karsit direng, diisiik maliyet gibi 6zelliklere sahip olabilmelidir
(Karube, Yugeta ve Suzuki, 1977; Trevan, 1980; Buchholz ve Klein; 1987, Jegannathan ve
Abang, 2008). Enzimler, boncuklar, lifler (elyaf), filmler, membranlar ve kapali kapsiiller
gibi farkli matriks iizerine immobilize edilebilir (Twyman, 2005). Geometrik olarak kiire,
cubuk veya membran yapilara sahip polimerik destek materyallerinin kullanilabildigi
uygulamalarda, ozellikle kiire yapidaki tasiyict destekler sagladigi avantajlardan dolay1
tercth edilir. Kiire yapidaki destek malzemelerinin kullanilmasi hedef molekiillerin
karistmindan direkt izole edilmesi ve saflastirilmasini saglamasinin yaninda, islem

zamanini da 6nemli dl¢iide kisaltmis olur (Bayramoglu, Tunali ve Arica, 2007).

Tasiycilar kimyasal bilesimlerine gore organik veya inorganik olarak siniflandirilabilirler
(Sekil 2.18). Organik tastyicilar dogal ve sentetik olarak iki gruplara ayrilirlar (Cabral ve
Kennedy, 1991).
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IMMOBILIZASYONDA KULLANILAN DESTEK MATERYALLER

< DOGAL TASIYICILAR >< SENTETIK >

Polimerler Anorganikler (entetik PolimD
Q ) (@ )

() ))
Kitin, kitosan, Cam, silika jel,
] . . Poliakrilamid, naylon,
nisasta, destran, aliiminyum oksit, o _
. polivinil alkol, metakrilat

agaroz, alginat bentonit,

titandioksit,

C ) @ JC J

Sekil 2.18. Immobilizasyon isleminde kullanilan destek materyalleri

Stirekli isletim kosullar1 altinda uzun siire kararliligin1 korumasi amaci ile enzimlerin,
farkli dogal veya sentetik kat1 destek materyallerine immobilizasyonu ve optimizasyonu
caligmalar1 gergeklestirilmis ve enzim immobilizasyonu uygulamalarinda basar1 ile
uygulanmistir (Arica ve Bayramoglu, 2006). Gozeneksiz tasiyicilarda az miktarda
diflizyonel sinirlamalar gozlenir, fakat baglanma kapasiteleri diisiiktiir. Bu ylizden
genellikle gozenekli tasiyicilar tercih edilir. Bunun nedeni, genis yiizey alaninin daha fazla
enzimin baglanmasimi saglamast ve immobilize edilmis enzimi ¢evresel etkilerinden
korumasidir. Gozenekli tastyicilarin, kapasite ve akis Ozelliklerini optimize etmek igin

gozenek dagilimini kontrol altinda tutmak biiyiik 6nem tasir (Afaq ve Igbal, 2001).
2.7. Katalaz Enzimi ve Katalaz Enzimi ile lgili Yapilan Calismalar

Katalaz enzimi (H,O,: H,O, oxidoreductase E.C.1.11.1.6) 4 tane hem grubu ve prostetik
grup olarak Fe™® igeren ve tabiatta ¢ok yaygin olarak bulunan bir enzim cesididir. Her biri
506 aminoasitten olusan dort polipeptidin bir tetrameridir (Sekil 2.19). Hidrojen
peroksitten kaynakli dokularda olusan serbest radikallerin sebep olacagi zarari ortadan
kaldirr (Bayramoglu, Arica, Geng, Ozalp, Ince ve Bicak, 2016). Katalaz

oksidorediiktazlarin ~ bir  grubu olan  hidroperoksidazlar ~ simifinda yer alur.
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Hidroperoksidazlar, substrat olarak hidrojen peroksit veya diger organik peroksitleri
kullanirlar (Higashi, Kawamata ve Sakamato, 1974; Halliwel ve Gutteridge, 1990;
Nicholls, Fita ve Loewen, 2000).

Sekil 2.19. Katalazin ii¢ boyutlu yapisi

Bitkilerin yaprak, kotiledon ve koklerinin peroksizom ve glioksizom kisimlarinda lokalize
olmustur. Hayvansal dokularda ise karaciger, bobrek, miyokart, ¢izgili kaslar ve eritrositler
en fazla aktivite gosterdigi yerlerdir (Demir, 2006). Katalaz temel fonksiyonu, molekiiler
O, mevcudiyetinde metabolizmanin baz1 kademelerinde sentezlenen, H,O, ve ROOH gibi
bir peroksidi gidererek, oOzellikle membranlarda olusturabilecekleri geri doniistimsiiz
hasarlar1 engellemektir. Peroksitlerin birikmesi serbest radikallerin ortaya ¢ikmasina ve
membran yapisinin bozulmasina ve dolayisiyla kanser olusumuna neden olur. Ciinkii
H,0,, singlet oksijen ve hidroksil radikalinin potansiyel kaynagidir (Basak, 2011). Katalaz,
hidrojen peroksiti substrat olarak, hem elektron alicist hem de elektron vericisi olarak
kullanmaktadir (Lanir ve Schejter, 1975; Jones ve Masters, 1976; Nicholls ve digerleri,
2000). Enzim, yiliksek derisimdeki H,O,’i indirgeyebildigi gibi, peroksidatif etki
gosterebilmek amaciyla diisiik H,O, konsantrasyonlarinda indirgenmis substrat olan fenol,
alkol ve askorbati kullandigi saptanmistir (Chaudiere ve Ferrari- Iliou,1999; Ahmad,
2001).

Katalaz (CAT), H.0;’in zararli etkilerini iki kademede ortadan kaldirir. Birinci adimda

katalazin hem demiri H,O, ile etkileserek oksijence zengin demir peroksit olusturur.

CAT-Fe-OH + H,0, — CAT - Fe — OOH + H,0



28

Bilesik I (CAT - Fe — OOH) olarak adlandirilan demir peroksit ara {iriinii, katalaz heminin
spektrofotometrik 6zelliklerini degistirdigi i¢in in vitro ve in vivo kosullarda tayin
edilebilir. H,O, 'nin yiiksek konsantrasyonlarinda bilesik-1 ikinci H,O, ile reaksiyona

girerek su ve molekiiler oksijen olusturur.

CAT-Fe-OOH + H,0, — CAT-Fe-OH + H,0 + O,

Katalaz, H,0,’i parcalayan bir enzim oldugundan, H,O,’in kullanildigi ve asirisinin
ortamdan uzaklastirilmasiin gerekli oldugu tiim islemlerde kullanilabilir. Ancak enzimin
bu proses kosullarinda aktivite gosterebilmesi gereklidir (Seriner, 2010). Katalazin gida
veya tekstil sanayisinde hidrojenperoksiti ortadan kaldirmak, analitik alanda
hidrojenperoksit veya glukoz biyosensor yapimi gibi endiistride ¢esitli uygulama alanlar

vardir (Bayramoglu, Altintas ve Arica, 2012).

Kagit sanayinde kagidin agartilmasindan sonra kalan H,O,’nin, regine ve plastik
tretiminde oksitleyici ve kopiiklestirici olarak kullanilan H,O;’nin uzaklastirilmasinda

katalaz enzimi kullanilabilmektedir (Wiseman,1986).

Tekstil endiistrisinde agartma isleminin birinci amaci pamukta istenmeyen renkli
safsizliklart gidermektir. Agartma isleminde oksidatif agartma maddeleri kullanilir.
Oksidatif agartma maddelerinin en 6nemlilerinden biri olan hidrojen peroksit pamuklu
mamiillerin agartilmasinda daha c¢ok kullanihir. Pamuk tizerindeki biitiin yabanci
maddelerin oksitlenmesi bittikten sonra ortamda H,O, kalir ve agartmaya devam edilirse
lifler zarar gormiis olur (Akar, 2015). Kumasin H,O, ile agartilmasindan sonra boyama
isleminden hemen 6nce H,O,’nin uzaklastiriimasinda yaygin olarak kullanilan yontem su
ile yikamaktir. HO, igeren yikama suyundaki H,O; nin pargalanmasi ve yikama suyunun

tekrar sisteme kazandirilmasi i¢in katalaz enziminden faydalanilabilir (Paar, 2002).

Katalaz enzimi, kontak lens hijyeninde, H,O, soliisyonu kullanilarak lensin dezenfekte
edilmesinde kullanilmaktadir. Katalaz enzimi igeren soliisyon, kontakt lensin tekrar

kullaniimadan énce ortamdaki H,O,’in parcalanmasini saglamaktadir (inal, 1998).

UV isinlart serbest radikal olusumunu hizlandirir. Serbest radikaller ise deriye zarar verir

ve deri yapisinda bozulmalara neden olur. Giinimiizde serbest radikaller deri
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yaslanmasinin en 6nemli nedeni olarak kabul edilmektedir. Antioksidan molekiiller degisik
etkiler gostererek derinin oksidasyon sonucu gordiiglii zarari azaltir. Son zamanlarda
katalaz enzimi, epidermisin iist tabakalarindaki hiicresel oksitlenmeyi artirmak amaci ile
H,0, ve enzimden olusan ve yiize uygulanan degisik maske uygulamalari igin ve vitiligo

tedavisinde de kullaniimaktadir ( Rieger, 1993; Schallreu ve Moore, 2002).

Siitiin islenmesinden hemen Once siitteki (veya peynir alti suyundaki) H,O,’in toksik
etkisinin 6nlenmesi i¢in katalaz enzimi kullanimi 6nerilmektedir (Tarhan, 1995; Uhlig,
1998).

PET siselerin ve plastik kaplarin diisiik sicakliklarda sterilizasyonu amaciyla kullanilan
H,0,’nin islem sonrasinda uzaklastiriimas: amaciyla katalaz enzimi kullanilabilmektedir

(Lida, Maruyuma ve Fukunuga, 2000).

Glukoz oksidaz (GOD) enzimi ile birlikte glukonik asit iretiminde ve glukoz veya
oksijenin gidalardan uzaklastirnlmasinda katalaz enziminin kullanilabildigi Godjevargova

ve arkadaglar tarafindan rapor edilmistir (Godjevargova, Dayal ve Marinov, 2004).

H,O>’nin  miktarinin  belirlenmesi  amaciyla  biyosensorlerde  katalaz ~ enzimi
kullanilabilmektedir (Ertas, Timur, Akyilmaz ve Dingkaya, 2004; Varma ve Mattiasson,
2005; Salimi, Noorbakhsh ve Ghadermarz, 2005; Jiang, Yang ve Akins, 2008; O’Brien,
Killoran, O’neill ve Lowrya, 2007; Modrzejewska, Guwy, Dinsdale ve Hawkes, 2007;
Prakash, Yogeswaran ve Chen, 2009). Chen ve arkadaslari, yaban turpu peroksidazi ile
nitrit  miktarinin  belirlenmesi igin biyosensor gelistirilmesinde katalaz enzimini
kullanmiglardir (Chen, Mousty, Chen ve Cosnier, 2008). Katalaz enziminin kullanildig: bir
diger biyosensor uygulamasi ise meyve sular1 gibi ¢esitli o6rneklerde asit miktarinin

belirlenmesine yoneliktir (Sezgintiirk, Goktug ve Dingkaya, 2005).

2.8. Enzim Kinetigi

Biyolojik katalizorler olan enzimler tarafindan katalize edilen biyokimyasal reaksiyonlarin
hizlar1 kantitatif olarak incelendigi gibi tepkime hizina etki eden parametreler de

belirlenebilir (Geoffrey, 2000).
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Sabit konsantrasyonda tutulan enzimlerin reaksiyon hizi substrat konsantrasyonuna bagh
olarak dogrusal sekilde artar. Reaksiyon hizi (V) ile substrat konsantrasyonu ([S])
arasindaki egrisel degisimi (Sekil 2.20), Michaelis ve Menten matematiksel olarak
tanimlamis olup enzimatik reaksiyonlarda olusan enzim-substrat komplekslerinin ([ES])

onemli oldugunu ifade etmislerdir (Michaelis ve Menten, 1913; Kenneth ve Roger, 2011).

2 ks .
[E] +[S] «— [ES] «—— [E]+[U] (2.1)
ko Ka

[E] enzim, [S] substrat, [U] iiriin, ki [ES]’nin olusumundaki reaksiyon hiz sabiti, k»
[ES]’nin [E] ve [S]’ye yikilmasindaki hiz sabiti, K3 {iriin olusumundaki hiz sabiti, ks [U] ve
[E]’den [ES] olusmasindaki hiz sabitidir (Goziikara, 2011).

Vmax

Vmax

> [S] (moliL)

Km

Sekil 2.20. Michaelis-Menten grafigi

Michaelis-Menten esitligi;

Vmax [S] (k1 + k2)
Vo: - Km = (22)
Km + [S] K1



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Johnson%20KA%5Bauth%5D
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Vo ilk hiz, Vmax maksimum hiz, Km Michaelis-Menten sabitidir. Michaelis-Menten esitligi
Vmax V& Km’nin belirlenmesinde ve inhibitor etkinliginin analizinde kullanilir (Nelson ve

Cox, 2005).
Michaelis-Menten esitliginin her iki tarafinin tersinin alinmasi ile esitlik;

1 K 1

= +

Vo Vinas [S] Vinax (2.3)

halini alir ve buna da Linewear-Burk esitligi adi verilir (Lineweaver ve Burk, 1934).
Michaelis-Menten esitligine uyan enzim reaksiyonlari i¢in 1/Vo’in 1/[S]’ye kars1 grafigi
cizildiginde bir dogru elde edilir ve bu grafige Linewear-Burk grafigi denir (Sekil 2.21).

Linewear-Burk grafigi Vmax’1 daha dogru bulmak i¢in avantaj saglar.

-—__

Vmax
-1

vH

4

Km S

Sekil 2.21. Linewear-Burk grafigi

2.9. Enzim Reaktorleri

Enzim reaktorleri, sabit veya akiskan yataga sahip, siirekli veya kesikli ¢alisan tipleri olan,
bir katalizor yardimiyla kimyasal tepkime yaparak iiretim elde edilen endiistriyel cihazdir.
Enzim reaktoriiniin se¢iminde enzimin sahip oldugu en yiiksek aktivitede ¢aligmasinin
yaninda bunun i¢in uygun destek materyalinin se¢cimi olduk¢a dnemlidir (Yang, ve Chase,

1998). Iimmobilize enzimlerin kullanildig1 reaktor tipleri

i) Kesikli Karistiricili Tank(Sekil 2.22),
i) Sirekli Karigtiricili Tank(Sekil 2.23),
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iii) Akiskan Yatak(Sekil 2.24) ve
Iv) Sikistirllmig(Sabit) Yatak reaktorlerdir.

Bu reaktorlerin birbirlerine gore avantaj ve dezavantajlar1 vardir (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. Enzim reaktor tiplerinin karsilastirmasi

Tip Avantaj Dezavantaj

-Basit -Yiiksek hacim
-Basarili kinetik etkinlik -Enzimin geri alinmasi

Kesikli Karigtiricili Tank | -Kiigiik partikiil boyutu -Karistirma enzime zarar verebilir
kullanilabilir. -Doldurma ve bosaltma

sirasinda zaman kaybi

-Basit -Yiiksek hacim gerekliligi
-Kiigiik partikiil boyutu -Enzimin geri alinmasi

Siirekli Karistiricili Tank | kullanilabilir. -Karigtirma enzime zarar verebilir

-Cok basamak kullanilmadiginda kotii bir

doniigiim

-Plug akis kolay olmaz -Hareket enzime zarar verebilir

-Basing diismesi minimum -Yiiksek doniisiim gerektiginde ¢ok etkin
Akiskan Yatak -Kiigiik partikiil boyutu degil

kullanilabilir.

-Diisiik hacim gerekliligi

-Etkin kinetik -Besleme temiz olmal:
Sikistinlmig  Yatak -Diisiik hacim gerekliligi -Biiyiik partikiil boyutu kullanilmal

-Cok basamakli kullanilabilir

Baffle

Saft

Ceket —*

l+— MNotor

WValf

Sekil 2.22. Kesikli karistiricili reaktor

Hiz Avarlavici

Isitma ve sogutma
ceketlerine baglant




Beslenme
O
v_¢

Uriin

Sekil 2.23. Siirekli karistiricili reaktor

N

N
NN

\ \ \‘:\\\

.
~®

Sekil 2.24. Akiskan yatak reaktor
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyaller

Katalaz (hidrojen peroksit oksidorediiktaz; EC.1.11.1.6) sigir karacigerinden (yaklasik
2000-5000 U/mg kat1; protein icerigi %60; spesifik aktivitesi 2513 U/mg; C 9322), a-a’-
Azobisizobiitironitirl (AIBN), sodyum bromiir ve %30’luk hidrojen peroksit, Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA) firmasindan temin edildi ve alindig hali ile kullanildi. Vinil
metil keton (VMK) monomeri Sigma—Aldrich’den tedarik edildi ve kullanilmadan 6nce
damitildi. 30-60 pm boyutlarinda mikro silika tozu Sigma—Aldrich’den satin alindi.
Morfolin sodyum bromiir ve diger tiim kimyasallar analitik saflikta Merck AG (Darmstadt,
Almanya)’den temin edildi. Fosfat tamponu bilesenleri monopotasyum dihidrojen
(KH,PO,) posfat ve dipotasyum monohidrojen fosfat (K,HPQO,) kullanilarak hazirlandi.
Calismada kullanilan su Barnstead su aritma sistemi kullanilarak saflastirildi (Dubuque,

IA, ABD).
3.2. Poli(vinilmetil keton) Hazirlanmasi ve Poli(vinilmetil keton)’nun Bromlanmasi

Vinilmetil keton (VMK) polimerizasyonu AIBN varliginda serbest radikal polimerizasyon
tepkimesi ile gerceklestirildi (Bigak, 2014). Yeniden damitilmis 0,5 mol (42ml) VMK ve
2,5 mmol (0,41 g) AIBN karistirildi. Ortamdaki oksijeni uzaklastirmak i¢in sistemden
stirekli azot gaz1 gegisi saglandi. Polimerizasyon islemi 65 °C’da 14 saat boyunca siirekli
karigtirillarak gerceklestirildi. Polimerizasyon sonrasi geriye kalan monomer kalintilari
65°C’da doner buharlastirict kullanilarak uzaklastirildi. Elde edilen polimer metanol
kullanilarak ¢oktiiriildii. Uriin filtre edildi ve 18 saat boyunca diisiik basing altinda 40 °C’

da kurutuldu.

Elde edilen polimer su-diklorometan karisimi ig¢inde peroksi bromlamaya maruz birakild:
ve bu reaksiyon polimerin seg¢ici metil karbonunun bromlanmasi ile sonuglandi (Bigak,
2014). Bu reaksiyonu oOzetlemek gerekirse; 9,0 g poli (vinil metil keton) 30 mL
diklorometan ig¢inde ¢oziildii. Bu karigim 40 ml’lik 0,136 mol NaBr ve 0,135 mol H,SO4
karigimi igerisine alindi. Elde edilen karisim 0 °C buz banyosunda sogutuldu ve siirekli

karistirarak damla damla % 30’ luk 14 mL 0,136 mol H,O, eklendi. Cozelti 3 saat

boyunca 0 °C daha sonra 36 saat boyunca oda sicakliginda manyetik karistiricida siirekli
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karistirlldi. Yogun haldeki polimer 30 ml THF ve 250 ml buzlu su i¢inde yeniden
¢oktiriildii. Elde edilen riin filtre edildi ve bir gece boyunca 40°C’da vakum altinda
kurutuldu. Reaksiyon karigimi 150 ml su i¢ine alinarak diklorometan doner buharlastirici

ile uzaklastirildu.
3.3. a-bromlanms p(VMK)Uzerine Morfolin Asilama Tepkimesi

Oncelikle 100 ml erlene 25 ml 0,28 mol morfolin alindi. Erlen buz banyosu igine
yerlestirildi ve 0 °C’a kadar sogutuldu daha sonra 8,2 g 0,055 mol bromlanmis p(VMK)
erlene yavas yavas aktarildi ve 3 saat boyunca siirekli karigtirildiktan sonra bir gece
boyunca buzdolabinda bekletildi. Sonrasinda morfolin modifiye edilmis p(VMK) 250ml
%3’luk Na,COj3 ¢ozeltisi icerisinde ¢oktiiriilerek saflastirildi. Karisim filtre edildi ve 20ml
THF igerisinde ¢oziildii. Daha sonra polimer 200ml buzlu su igine alinarak filtreleme
islemine maruz birakilarak saflastirildi. Polimerin kendi kendine capraz baglanmasini
onlemek i¢in ¢eker ocak iginde hava akimi ile kurutuldu. Morfolin asilanmis polimer

CH,Cl,, CHCI;, DMF, THF ve aseton i¢inde ¢ozildii.

3.4. Silika Partikiilleri Uzerinde Michael Ahcilarinin Olusturulmasi

Yaklasik 1,0 g morfolin ile modifiye edilmis p(VMK) partikiiller 20 ml aseton ig¢inde
¢oziildii. Daha sonra bu ¢ozeltiye 10 g silika partikiilleri eklendi. Coziicii oda sicakliginda
hava akimu ile yavas yavas (20 mL/s) uzaklastirildi. Kabaca kurutulan partikiiller 100 °C
sicakligindaki firinda 1 saat boyunca 1sitildi. Uriin iiger kere 25 ml aseton(3x25ml) ikiser
kerede 25 ml THF(2x25ml) ile yikandi. Vakum altinda 60 °C’da bir gece boyunca
kurutuldu. Morfolin kaplanmais silika partikiilleri p(VMK)-M kisaltmasi ile gosterildi.

3.4.1. P(VMK)-M kaplanmus silika partikiilleri iizerindeki Michael alic1 gruplarin

baglanma kapasitesinin belirlenmesi

p(VMK)-M kaplanmis silika partikiilleri iizerindeki Michael alict gruplarin baglanma
kapasitesi heksametilendiamin (HMDA) ile tepkimeye sokulmasi ile belirlendi. 0,2g
p(VMK)-M kaplanmis silika partikiilleri 10 mL, 2 mg/mL HMDA igeren reaktor igine
yerlestirildi ve reaksiyon 60°C’da pH 9,0’da gergeklestirildi. Reaktérde manyetik

karistirict ile 8 saat boyunca karistirma iglemi yapildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra
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HMDA baglanmis p(VMK)-M kaplanmus silika partikiilleri saf su ile yikandi. Baglanmis
HMDA miktarim1 belirlemek amaciyla ¢ift 151n yollu  UV/GB spektrofotometre (PG
Instrument Ltd., Model T80+ ; PRC) cihazinda reaksiyon Oncesi ve sonrasi ¢ozeltilerinin
211nm’de absorbanslar1 0Olgiildii. Derisimi bilinen HMDA ¢ozletisi kullanilarak
kalibrasyon egrisi ¢izildi ve bu egri yardimiyla p(VMK)-M kaplanmis silika partikiillerine
baglanan HMDA miktar1 belirlendi.

3.5. Kovalent Baglanma Yéntemi ile Katalaz Immobilizasyonu

Silika partikiiller tizerinde olusturulan reaktif ¢ift baglar iizerine katalaz immobilizasyonu
50 mM pH 8,0 potasyum fosfat tamponu igerisinde gerceklestirildi. Immobilizasyon
ortaminda katalazin baslangi¢ konsantrasyonu 3,0 mg/mL olarak secildi. Immobilizasyon
denemeleri 2 ile 10 saat arasinda 20 °C’da siirekli karigtirma yapilarak gerceklestirildi.
Katalaz enzimi immobilize edilmis silika partikiiller 40 ml 1M NaCl ¢ozeltisi ve 50 mM,
pH 7,0 tamponu ile yikandi. Yikanan partikiiller daha sonra kullanilmak tizere 4 °C’da taze
tampon ¢ozeltisi iginde saklandi. Immobilizasyon isleminde kullanilan silika
partikiillerinin miktarinin, immobilizasyon kapasitesi lizerine etkisini incelemek amaci ile
sabit katalaz enzimi konsantrasyonunda olmak {izere destek materyalinin miktar1 yaklagik
1,0 ile 5,0 mg/ml araliginda degistirildigi immobilizasyon kosullarinda 6 saat siiresi
boyunca inkiibe edildi. Reaksiyon ortami hacmi 1,0 ml iken baglangi¢ katalaz

konsantrasyonu 3,0 mg/ml olarak secildi. Kat1 destek iizerine immobilize katalaz miktari

0=[(Ci-Cy)V]/w (3.1)

esitligi ile hesaplandi. Burada q aktivie edilmis silika partikiillerin (mg/ml) iizerindeki
immobilize edilmis g cinsinden katalaz miktarini, Cj baslangi¢ C; immobilizasyon sonrasi
katalaz konsantrasyonunu (mg/ml), V sulu faz hacmini, w ise silika partikiillerin agirligimni
(g) gostermektedir. Enzim Ornekleri ve yikama c¢ozletisindeki protein miktar1 Braford
metodu ile tayin edildi (Bradford, 1976). Konsantrasyonu bilinen sigir serum albumini
(BSA) (0,05-0,5 mg/mL) ile yapilan kalibrasyon egrisi kullanilarak enzim konsantrasyonu
hesaplandi. Bu ¢ozeltilerin absorbansi 595 nm” de UV-GB (PG Instruments Ltd., Model
T80+; PRC) spektrofotometresi kullanilarak ol¢iildii.
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3.6. Katalaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz aktivitesi hidrojen peroksitin enzim tarafindan ayristirma tepkisi sonucunda 240
nm’deki absorbans miktarindaki azalma hesaplanarak belirlendi. 0,5 g immobilize katalaz
ve fosfat tamponu (50 mM, pH 7,0) icerisinde hazirlananan 10 mM derisimindeki 10 ml
hidrojen peroksit ¢ozeltisi ile karistirildi. Hazirlanan bu karigim 25 °C 150 rpm’de 5 dakika
calkaland1 ve katalaz immobilize edilmis silika partikiiller ortamdan uzaklastirilarak
reaksiyon sonlandirildi. 25 °C ve pH 7,0’de 1,0 umol hidrojen peroksitin ayrismasi bir
birimlik aktive olarak belirlendi. Aktivite ¢caligmalari serbest ve immobilize enzimin karali
pH ve scaklik degerlerinin belirlenmesi i¢cin 50 mM pH 4-5 asetat tamponu ve 50 mM pH
6-9 potasyum fosfat tampon sistemlerinde ve 15-60 °C araliginda degisen sicakliklarda

gerceklestirilmistir.

Serbest ve immobilize enzimin kinetik parametrelerini belirlemek amaciyla hidrojen
peroksitin konsantrasyonu 2,5-40 mM araligindaki degerlerde degistirilmistir. Michaelis-

Menten formiilii ile Vimax Ve Km degerleri

1/V:Km/ Vmax X 1/[8] + 1/ Vmax (32)

formiilii ile hesaplandi. Formiilde yer alan V (mM/dak) baslangi¢ reaksiyon hizini, Km
(mM) Michaelis-Menten sabitini, Vmax (mM/dak) baslangi¢ substrat konsantrasyonunda
elde edilen maksimum hizi ve [S] (mM) baslangictaki substrat konsantrasyonunu

gostermektedir.

3.6.1. Serbest ve immmobilize katalazin 1s1sal ve depolama kararhh@imn belirlenmesi

Serbest ve immobilize katalazin 1s1sal kararliliginin belirlenmesi i¢in 6rnekler 55 ve 65 °C
sicakliklarda 120 dakika boyunca 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda bekletilerek aktivite
tayini yapildi. Depolama kararliligint belirlemek amaciyla 4 °C da 50 mM pH 7,0 fosfat
tamponu i¢inde saklanan serbest ve immobilize enzimin aktivitesi haftada bir kez olmak

iizere bir ay boyunca ayni1 kosullarda 6l¢iildii.
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3.6.2. Iimmobilize enzimin tekrar kullanim ve islemsel kararlihg

Kesikli reaktorde katalaz immobilize edilmis silika partikiillerinin yeniden kullanilabilirligi
30 dakika boyunca 25 °C’da ard arda gergeklesen reaksiyonlar sonucundaki absorbans
degerleri okunarak test edildi. Her aktivite dl¢limiinden sonra katalaz immobilize edilmis
silika partikiilleri 50 mM pH 7,0 fosfat tamponuyla yikandi ve bir sonrasindaki aktivite

Ol¢limii i¢in immobilize katalaz iizerine substrati olan taze hidrojen peroksit ¢ozeltisi ilave

edildi.

Isleme kararliliginin belirlenebilmesi igin katalaz immobilize edilmis silika partikiilleri 1
saat boyunca 4 °C’da 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda bekletildi. 1,0 g partikiil yaklagik
0,4 ml bosluk hacmine sahip reaktor icine koyuldu. Peristaltik pompa (Ismatech IPC
Model, Switzerland) kullanilarak 120 saat boyunca reaktoriin alt tabakast 30 °C’da 10
ml/saat akis hizinda pH 7,0 fosfat tamponu ile hazirlanmis 10 mM H,O, substrat ¢ozeltisi
ile beslenmistir. 10 ml/saat akis hizin1 belirleyebilmek i¢in asagida verilen denklemden

yararlanilmistir.
D=VoeV (3.3)

Esitlikte yer alan D, saatteki seyreltme oranini; Vo, substratin akis hizinit (ml/saat); V,
rektor sisteminin toplam hacmini (ml) ve ¢ ise reaktoriin toplam hacminin bosluk hacmine

oranini ifade etmektedir.
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4. SONUC VE ONERILER

4.1. Karakterizasyon Calismalari

Vinilmetil ketonun, azobisizobutironitril (AIBN) baslaticis1 varliginda serbest radikalik
polimerizasyonu tepkimesi sonucunda 33,2 g {iriin olarak poli(vinilmetil keton), pVMK, %
94,7 verim ile elde edildi. Izole edilen polimerin, THF varliginda jel gecirgenlik
kromatografisi (GPC) kullanilarak 18,2 kDa molekiil agirligina ve 2,3 polidispersiteye
(PDI) sahip oldugu belirlendi.

Elde edilen pVMK polimeri, su-diklorometan karisimi i¢inde peroksi bromlamaya maruz
birakild1 ve bu reaksiyon polimerin segici metil karbonunun bromlanmasi ile sonuglandi
(Bigak, 2014). Bromlanan polimerin, CDCl; i¢inde *HNMR spektrumunda 2,4 ve 1,6
ppm’de sergiledigi iki pikin sirasiyla metil ve metilen karbonlariyla iligkili oldugu

gozlendi.

a-bromlanmis p(VMK) iizerine morfolin asilanarak partikiiller modifiye edildi. 103,82 g
kuru agirliginda morfolin kaplanmig silika partikiilleri elde edildi ve bu partikiiller
p(VMK)-M kisaltmasi ile gosterildi. Alfamorfolin agilanmis p(VMK)-M 70 °C ve 100 °C
araliginda sertelesmesi sirasinda hizli bir sekilde kendiliginden ¢apraz baglanmaya maruz
birakilmistir. Morfolin asilanmis p(VMK), p(VMK)’nin metilen karbonunun segici
bromlanmas: ve onu takip eden daha morfolin asilama reaksiyonu sonucunda elde
edilmistir ve 70 °C’nin tizerinde 1sitma yapildiginda polimerin ¢6ziinemez forma

dontstiigiinii gostermistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Morfolin asilanmis p(VMK) sentezi ve 1sitarak deaminasyon sonucunda konjuge
cift bag olusumu

Partikiillerin morfolin ile modifikasyonu igleminde yapiya katilan kimyasallarin doniistimii

TGA, DSC, 'THNMR ve kat1 hal 3C NMR teknikleri ile ve bir 6nceki calismalar izlenerek
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rapor edildi (Bigak, 2014). Bu amagla, morfolin agilanmis polimer CH,Cl,, CHCI;, DMF,
THF ve aseton ic¢inde ¢oziildii. Metanol ve dietil eter i¢inde sinirli miktarda ¢6ziindiigii,
petrol eteri ve suda ¢oziinmedigi gozlendi. 'THNMR spektrumlari incelendiginde & (3,4
ppm, s, 4H, —-CH>-0), (2,5 ppm, s, 4H, —-CH>—N), (2,51 ppm, s, 2H, -CH,-), (2,1 ppm, s,
3H, —CHs) pikleri elde edildi.

Sekil 4.1° de goriildiigii gibi karbonil gruplarina komsu reaktif ¢ift bagli gruplara morfolin
asilanmasi 1sitma ile gergeklesmistir. TGA’da gozlenen %18’lik kiitle kayb1 %32.4 oranin
morfolin agilandigini gostermektedir (Bigak, 2014). Eszamanli ¢agraz baglanma bazi ¢ift
baglarin Diels-Alder reaksiyonlar1 sonucunda meydana gelebilir. Ancak  prosediir
sonunda elde edilen polimerin renginin hafif sartya donmesi capraz baglanma ya da

homojen olmayan birlesme ile morfolin agilamada bir kesinti oldugunu gosterir.

Perkin Elmer FT-IR Spectrum One B spektrofotometresi ile FT-IR spektrumlar1 alindi.
P(VMK)-M’nin FT-IR analizi Sekil 4.2a” da goriildigii gibi giigli C=0O gerilme titresim
band1 polimerin 1720 cm™""de ve 1110 cm™! civarinda giiglii titresim band1 morfoline ait C-
O bagmin varligmi gostermektedir. Kuru polimer 90 °C’da 1 saat boyunca isitildiktan
sonra 1660 cm™’ de yeni bir pik ortaya ¢ikt1 ve 1110 cm™deki pikin yogunlugunda ciddi
bir azalma meydana geldi (Sekil 4.2b). FTIR verileri ¢ift bag olusumunu ve morfolin
asilanmasimi gostermektedir. Benzer sekilde Sekil 4.2¢’de p(VMK)-M asilandiktan sonra
ve daha sonraki 1 saat boyunca 90°C’da isitilan silika partikiillerin FT-IR spektrumu
verilmigtir. 1660 cm™ de yeniden bir C=C titresim band1 gozlendi ayrica 1080 cm™’de
silikanin giiclii titresim bandi yogunlasmistir ve bu da reaktif C=C baglarinin silika
yiizeyindeki olusumunu dogrular. Sekil 4.2°de goriildiigii gibi p(VMK)-M kaplanmus silika
partikiillerin FTIR spektrumunun (Sekil 4.2¢) ve HMDA bagh p(VMK)-M (Sekil 4.2d) ile
benzer oldugu gozlendi. 1560-1640 cm~"’deki genis bant HMDA baglanmasinin basarili
oldugunu gostermektedir. 3450 cm™ de gorilen bant p(VMK)-M-NH(CH2)s-NH>
yapisindaki gruplarin Michael ekleme reaksiyonu ile olusturulan p(VMK)-M kapli silika
partikiillerin reaktif c¢ift baglar1 ve HMDA’ nin amin gruplarimin adsorpsiyonu ile
iligkilendirilebilir. Destek iizerine baglanan HMDA miktarmin 0,723 mmol/g oldugu

bulunmustur.
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Sekil 4.2. FTIR spektrumlari: (a) 1sitmadan 6nce morfolin asilanmis p(VMK) ; (b) 1 saat
boyunca kuru halde 90°C’ da isittiktan sonra p(VMK)-M; (c¢) p(VMK)’ nin
90°C’ da 1sittiktan sonra silika partikiiller tizerine agilanmasi; (d) HMDA bagh
p(VMK)-M kapli silika partikiilleri.

Yiizey alani 6l¢iimii, hizlandirilmis yiizey alan1 ve gézenek sistemi (Micromeritics, Model
ASAP 2010, USA) kullanilarak gergeklestirilmistir. Silika pargaciklarinin gézenek boyutu
azot adsropsiyon izotermlerinden hesaplandi. Pargaciklarin gozenek boyutunun 4,2 nm
oldugu belirlendi. Toplam yiizey alan1 924 m?/g ve serbest partikiillerin g6zenek hacmi
0,76 cm?3/g olarak tespit edildi. Yiizey p(VMK)-M kaplandiktan sonra yiizey alani ve por

hacminde diisiis oldugu bu degerlerin sirasiyla 769 m?/g ve 0,53 cm?/g oldugu bulundu.
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4.2. Katalazin Tek Basamakta Immobilizasyonu

Bu ¢aligmada tek adimda katalaz immobilizasyonunu gergeklestirebilmek amaciyla silika
partikiillerin yiizeyinde Michael katilma tepkimesine elverisli reaktif ¢ift baglar olusturan
bir yontem tercih edildi. Yiksek kararlilik, stirekli bir tepkime isleyisi ve kontrollii
reaksiyonlar saglamak amaciyla katalazin immobilizasyonu i¢in bentonit, sepiyolit, kitosan
boncuklar, ipek lifleri, titanat nanotiipler, kollajen lifler gibi c¢esitli matriksler
kullanilmaktadir (Cetinus , Sahin, Saraydin, 2009; Chen, Huang, Liao, Shi, 2011; Wang,
Qi, Yu, Yuan, Cui, Tang, Wang, Fan, 2015). Katalaz yiiksek iiriin maliyetine sahip bir
enzim oldugu i¢in immobilizasyon yontemi ile daha kararli bir yap1 elde etmek oldukca
arzu edilen bir durum olsa da hala biiyiik bir sorun teskil etmektedir. Bu g¢alismada
sunulan yontem morfolin asilanmis p(VMK)’nin 70-90 °C’ da 1sitarak deaminasyonunu
saglamaya dayanir. Silika partikiil yiizeyine bu polimerin asilanmasi ve ardindan kisa bir
stire 1sitarak polimerin ¢apraz baglandigini gdsteren acik kahverengi kaplanmis yapilar
elde edilmistir. Morfolin asilayarak olusturulan C=C ¢ift bagi komsu karbonil gruplar1 ve
bunlarin ¢ift baglarindan dolayr amin, tiol ve proteinler, peptideler gibi biyolojik
molekiillerin katilmasi i¢in iyi bir Michael alic1 olarak kabul edilen yiiksek reaktiftir.
p(VMK)-M kaplanmis silika partikiilleri amin gruplari igeren reaktif boyanin (Reactive
Blue 4 gibi) kendiliginden immobilizasyonu i¢in kullanildi. Silanizasyon saglayan
cogunlukla aktive edilen reaktif gruplarin silika ylizeyinde hazirlanmasi tek adimda basit
immobilizasyonu bu yontemin diger geleneksel yontemlerden iistiinliigiidiir. Bu alternatif
immobilizasyonu gergeklestirmek icin silika partikiil ylizeylerinin, morfolin asilanmis
p(VMK) ile kaplanmasi saglandi ve sonrasinda oda sicakligindaki enzimin kendiliginden
capraz baglanmasini saglamak amaciyla yiizeye Micahael alicilar1 olusturabilmek igin
1sitma islemi yapildi. Ayrica oda sicakliginda enzimin tek adimda baglanmasi bir diger
onemli avantaj olarak kabul edilebilir. Bu c¢alismada Michael alicilart olusturulan silika
yiizeylerine kovalent bagli immobilizasyon gergeklestirmek i¢in enzim olarak katalaz
enzimi kullanildi. Katalaz neredeyse her canli organizmada bulunan ve hiicresel savunma
mekanizmasi olan hidrojen peroksitin su ve oksijene doniisiimiinii saglayan bir enzimdir.
Katalazin yaygin bir kullanim alant oldugundan nanomateryallere immobilizasyon
caligmalarinda, farkli immobilizasyon ¢alismalar1 arasinda dogrudan bir karsilastirma

saglar.
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Silika partikiillerin morfolin asilanmis p(VMK) ile kaplanmasi ve 1sitarak Michael
alicilarinin  olusturulmasindan sonra p(VMK)-M kapli silika paritkiilleri ylizeyindeki
reaktif C=C bag ve katalazin amino ya da tiol gruplar1 arasinda baglanma sayesinde

katalaz enziminin immobilizasyonu asagidaki sekilde verilmistir (Sekil 4.3).

p(VMK)-M 70 °C
> EE——
Silika Partikuil
HN EH
LN wifl
Katalaz ”
Silika partikiillerinin Michael Hr;|
alicilari ile modifikasyonu ‘ﬁ‘ Ngs.%

Sekil 4.3. Enzim immobilizasyonu ig¢in silika partikiillerin morfolin asilanmis p(VMK) ile
kaplanmasi ve 1sitarak Michael alicilarinin olusturlmasindan sonra p(VMK)-M
kapli silika paritkiiller lizerine katalaz immobilizasyonunun temsili gosterimi

4.2.1. Katalazin immobilizasyon verimliligine baglanma siiresinin etkisi

Katalazin immobilizasyon verimliligine baglanma siiresinin etkisi 20°C” da 2-10 saat
inkiibasyon periyot araliklarinda incelendi. Immobilize katalazin miktar1 2 saatlik temasin
sonunda 37,2 mg enzim/g destek olarak hesaplandi. 6 saatlik inkiibasyon periyodunun
sonunda enzim immobilizasyon etkinliginin 6nemli miktarda artt1g1 ve maksimum 63,4 mg
enzim / g destek degerine ulastigi goriildii. 6 saatlik bu siire zarfindan sonra dengeye
ulastig1 ve 10.saate varincaya kadar kayda deger bir artis olmadig1 gozlendi (Sekil 4.4). Bu
nedenle, ¢calismanin bundan sonraki boliimlerinde, katalazin p(VMK)-M kaplanmis silika

partikiilleri tizerine immobilizasyonu i¢in 6 saatlik islem periyodu secildi.
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Sekil 4.4. Katalazin immobilzayon verimliligine baglanma siiresinin etkisi

p(VMK)-M kaplanmis silika partikiillere immobilize edilen enzim miktar1 ve aktivitesi
sirastyla 63,4 £ 2,1 ve 73,6% olarak belirlendi. 20°C’da enzim immobilizasyonu boyunca
ortamdaki serbest enzim konsantrasyonu analiz edildiginde, 6 saatlik baglanma siiresinden
sonra ortamda enzim konsantrasyonunda degisiklik olmadig1 gbzlendi. Bu sonug¢ 6 saat
stiren immobilizasyon islemi sonunda reaksiyonun basariyla sonuglandigini gosterdi. Artan
baglanma reaksiyon siiresi ile birlikte 1 gram p(VMK)-M kaplanmais silika partikiillerine
immobilize edilen katalaz miktar1 63,4 mg/g destek (ya da 2,54 x 10" mmol enzim/g silika
partikiilleri) olarak bulundu. p(VMK)-M kaplanmis silika partikiillerinin reaktif C=C bag1
ve HMDA’nin serbest amino gruplar1 arasinda baglanma islemi Michael katilma
reaksiyonu saglandig: i¢in baglanan HMDA’’nin miktar1 ile p(VMK)-M kaplanmus silika
partikiillerinin sahip oldugu C=C bag1 miktarinin es olmasi gerektigi bilgisine dayanarak

baglanan HMDA miktari tespit edildi.

4.2.2. Katalazin immobilizasyon verimliligine destek miktarinin etkisi

Katalazin immobilizasyonuna destek miktarinin etkisi farkli miktarlarda p(VMK)-M
kaplanmig silika partikiilleri tizerine 3,0 mg/ml katalaz enziminin immobilizasyonu ile

incelendi. Sekil 4.5°de goriildiigii gibi silika patikiillerin miktarinin  artmasiyla
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immobilizasyon veriminin de arttif1 gozlendi. Katalazin p(VMK)-M kaplanmis silika
partikiilleri ile immobilizasyon veriminin destegin 1,0-5,0 mg’nin 1,0 ml ¢ozeltide 26,1 ve
69,5 mg/ml arasindaki degerlerde degistigi ve 3,0 mg/ml destek miktarinda maksimum
verime ulastig1 ancak 3,0 mg/ml destek miktarin tizerinde bir degerde kayda deger bir

artis olmadig1 gozlendi.
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Sekil 4.5. Katalazin immobilizasyon verimliligine destek miktarinin etkisi

4.3. Katalaz Iimmobilize Sistemin Biyokimyasal Karakterizasyonu
4.3.1. pH’1n katalaz aktivitesi iizerine etkisi

Serbest ve immobilize katalaz enziminin aktivitesine pH etkisini belirleyebilmek i¢in farkli
pH ortamlarinda (4,0-9,0) hidrojen peroksitin ayrigmasi reaksiyonu gergeklestirildi. Serbest
ve immobilize katalazin baslangi¢ aktiviteleri sirasiyla 2,513x10° ve 1,850 x 10° U/mg
olarak not edildi. Sekil 4.6° da goriildiigii gibi serbest ve immobilize katalazin en uygun
calistigt pH degeri her ikisinde de pH 7,0 olarak belirlenmistir. Ancak serbest enzim
immobilize enzim kiyaslandiginda muhtemelen enzim ve p(VMK)-M kaplanmis silika
partikiilleri arasindaki ikincil etkilesimlerden dolayr immobilize enzimin daha genis pH

aralaginda c¢alisabildigi goriilmiistiir. Ozellikle asidik (pH 4,0) ve bazik (pH 9,0) pH
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degerlerinde immobilize katalazin %46’ ya kadar aktivite gosterdigi belirlenmistir. Serbest
enzime kiyasla gosterdigi bu aktivitenin immobilizasyon islemi sirasinda enzim ve destek

materyal arasinda kurulan kovalent bag oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.6. Serbest ve immobilize enzim aktivitesi iizerine pH etkisi

4.3.2. Sicakhigin katalaz aktivitesi iizerine etkisi

Sicakligin serbest ve immobilize enzimin aktivitesine etkisinin belirlenebilmesi i¢in 50
mM pH 7,0 fosfat tamponunda 15 ile 60 °C araliginda degisen sicakliklarda galisildi. Sekil
4.7°de gorildigi gibi immobilize katalaz i¢in en uygun c¢alisma sicakliginin 45 °C civari
oldugu ayni zamanda 20-50 °C araliginda da aktivite gosterebildigi serbest enzim igin ise

bu ¢alisma araliginin yalnizca 15-35 °C oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.7. pH 7,0 tamponunda hazirlanan 10 mM H20O2’ in ayrisabilmesi icin serbest ve
immobilize katalazin sahip olduklari aktiviteye sicakligin etkisi

4.3.3. Kinetik parametreler

Enzim reaktorleri ve biyosensorlerin yapisinda, immobilizasyon sonrasi ortaya ¢ikan
kinetik parametrelerin bilinmesi ¢ok ©nemlidir. Immobilizasyon metodu tarafindan
sebebiyet verilen yapisal degisikliklerin sonucu olarak enzimin substratina karsi olan
ilgisinin degismesinden dolayr immobilize enzimin Kn degeri serbest enziminkinden
farklidir (Romo-Sanchez, Arevalo-Villena, Romero, Ramirez ve Perez, 2014; Wang, Ke ve
Xu, 2007; Basak, Aydemir, Dincer ve Becerik, 2013). Kinetik parametreler Michael sabiti
Km ve serbest ve immobilize katalaz ig¢in Vmax Substrat olarak H2O> kullanilarak belirlendi.
Serbest enzimin Km degeri 13,8 mM olarak belirlendiginde Vmax degeri 2,41 x 10° U/mg
protein olarak hesaplanirken, immobilize katalaz i¢cin Km degeri 17,9 mM bulundugunda
p(VMK)-M kaplanmus silika partikiilleri tizerindeki immobilize enzimin Vmax degeri ise
1,87 x 10% U/mg olarak bulundu. Beklenildigi gibi Km Ve Vmax degerleri immobilizasyon
isleminden 6nemli Sl¢iide etkilendi. Immobilizasyon islemi sonrasinda Vmax degerindeki
diismenin ve Km degerindeki artisin enzim ve substrat arasinda daha biiyiik bir ilgiye sebep
oldugu diisiiniildiiglinde immobilize enziminin serbest enzime kiyasla substratina karsi

daha ilgili oldugu sonucuna varilmaktadir (Yang, Wang, Shi, Wang, Zhang, Han ve Jiang,
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2016; Zang, Jia, Liu, Wu ve Zhang, 2012). Katalazin ¢esitli destek materyalleri tizerindeki
immobilizasyonu sonrasindaki Km degerleri (Cizelge 4.1) incelendiginde, bu calismada
elde edilen Km degerinin ¢ok daha iyi oldugu sonucuna varilmistir. Immobilizasyon sonrasi
katalazin Vmax degeri literatlir degerlerinden daha yiiksek oldugu yalnizca, polidopamin-

grafen oksit—Fe304’in Vmax degerinden diisiik oldugu goézlenmistir.

Cizelge 4.1. Farkli destek materyaller {izerine katalaz immobilizasyonunun Km,Vmax Ve
1s1sal kararlilik degerlerinin karsilagtiriimasi

Destek Materyal Kn(MM) | Vma(U/mg) Isil dayaniklilik
(Grzegorzewski , Rohn ,
Quade , Schroder ,
Pol(itakonik asit)-Fe(lll) | 258 1103 879% (55°C.2 | eyipeck Schuter , Kroh,
saat) 2010)
(Bayramoglu , Karagoz ,
Pol(S-D-GMA)-tetraetil- 0.43 3560 96 % (55 °C, 2 Yilmaz , Bigak , Arica ,
dietilentriamin ’ saat) 2011)
(Demirbas , Alkan ,
Kaolinite 29,2 3330 - Demirbas, 2013)
[o]
Hybrid epoxy/CaCOs 31,4 421 60 %s(a;?) ¢ 1 (Preety , 2014)
(Feng, Zhao , Wei , Li,
PVA/PAG-Cu(ll) 41,1 3774 - Wei , Fong, 2014)
PVA-Cu(ll) 43,5 3106 -
Poldopamin-grafen oksit— (Bayramoglu , Altintas ,
FesO4 115,7 57,500 i Arica, 2012)
60 % (50 °C, 2 (Wu, Liang, Shi, Wang,
Karboksilik asit-titania 27,4 13400 saat) Yang , Jiang, 2013)
19% (65°C, 1 Cengiz S, Cavas L,
Bentonite 55,6 6,6 saat) Yurdakog K (2012)
22% (55°C, 1
Sepiolite 49,2 8,7 saat)
(Feng, Wang , Tang,
Wie , Wang , Wie ,
Amidoksim-polakrilonitril 69,2 7123 i Huang , Cai, Hou, Bi,
2013)
Pol(akrilpnitril-ko-akrilik 60 % (50 °C, 2
asit) 77,9 9243 saat) (Wang , Ke, Xu,2007)
57 % (60 °C, 2 (Basak, Aydemir, Dinger,
Ktosan- Fes0O4 26,67 195 saat) Becerik, 2013)
o 63 % (55 °C, 1
p(VMK)-M-silika partikiil 17.9 1870 saat)

Immobilize enzim (7 immobilize) tarafindan katalizlenen reaksiyonun hizi, ayni miktardaki
serbest enzim ¢ozeltisininde (V" sevest) daha diigiiktiir. Cilinkii yigin fazdan enzimin
immobilize edildigi destek materyal iizerine ylizey veya gozenek alanindan dolay: substrat

difiizlenmesinde kisitlama olur. Ayrica destegin gézenek bosluklarindaki substrat miktari
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mikrogdzeneklerde enzimatik reaksiyonlar tarafindan tliketildiginden dolayr yigin
fazdakinden daha diistiktiir. Bu yiizden reaktdrdeki immobilize enzimin islevselligi icin
verimlilige etki eden faktorler iyi bir sekilde belirlenmelidir. Verim faktorii (r7) immobilize

enzimin serbest enzime oranindan esitlik 4.1’ de verildigi gibi hesaplanabilir.

1n=Vimmobilizel Vserbest (4.1)

Bu esitlikte Vimmobilize immobilize enzimin reaksiyon orani, Vsemest 1S€ Serbest enzimin

reaksiyon oranidir. Bu esitlik ile yapilan hesaplamaya gore p(VMK)-M kaplanmis silika

partikiillii enzim sistemi immobilize katalaz i¢in 0,776 lik bir verim faktorii saglar.
4.3.4. Katalazin 1s1sal kararhihg

55 ve 65 °C sicakliklarda 50 mM potasyum fosfat tamponun 120 dakika boyunca
inkiibisyondan sonra serbest ve immobilize katalazin aktivite karsilastirmalar1 ve serbest

ve immobilize katalazin 1s1sal kararlilik sonuglar1 Sekil 4.8 de goriilmektedir.

100 —O—Serbest (55 °C)
—O@—Immobilize (55 °C)
——Serbest (65 °C)
80 - —A— Immobilize (65 °C)
g
[ 60 A
>
X
©
c 40 7
©
©
\'4
20 A
O T T T T T 1
0 25 50 75 100 125 150

Zaman (dakika)

Sekil 4.8. 50mM pH 7,0 potasyum fosfat tamponunda 120 dakika boyunca 55 ve 65 °C
sicakliklarinda inkiibisyon sonrasi immobilize ve serbest katalazin aktivite
karsilastirmalari
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Inkiibisyon sicakligmin artis1 ile birlikte serbest ve immobilize enzimin aktivitesinde
onemli Ol¢lide azalma gozlenmektedir. Diger taraftan immobilize katalazin kalici
aktivitesinde serbest enziminkinden daha az azalma meydana gelmektedir. Serbest ve
immobilize katalazin kalan aktivitelerin 120 dakikalik inkiibisyon siiresi boyunca asil
aktivitelerinin sirasiyla %48 ve %63l oldugu bulundu. Diger katalaz immobilizasyon
verileriyle (Cizelge 4.1) karsilagtirildiginda bu degerlerin poli(itakonik asit)—Fe(lll) ve
poli(S-D-GMA)-tetraetil-dietilentriamin disindaki diger desteklerle daha ¢ok benzerlige
sahip oldugu goriildii. Serbest katalaz enziminin kalan aktvitesinin 65 °C’da 120 dakikalik
inkiibisyon siiresinde orjinal aktivitesinin yaklasik %6°s1 ve immobilize katalazin ayni
periyotta aktivitesinin %28’ nin korundugu tespit edildi. Serbest enzimin tersiyer yapisinin
sicaklik artistyla kolayca deforme olmasi enzimin aktivitesinde siddetli azalmaya sebep
olmaktadir. Ancak enzim immobilizasyonunda destek {izerine katalaz molekiillerinin
kovalent baglanmasi katalazin aktif yapilarinin deformasyonunu engeller (Bayramoglu,

Akbulut, Ozalp ve Arica, 2015; Mateo, Abian, Fernandez-Lafuente ve Guisan, 2000).

4.3.5. Katalazin depolama kararhhg:

Depolama kararlilig1 serbest enzimlerden ziyade immobilize enzimlerin 6nemli bir
avantajidir ¢linkli serbest enzimler aktivitelerini oldukc¢a hizli bir sekilde kaybederler.
Genellikle bir enzim siispansiyon haline getirilmis sulu bir ortamda uzun siire boyunca
kararli kalamaz ve aktivitesi giderek azalir. p(VMK)-M kaplanmis silika partikiiller
lizerine immobilize edilmis katalaz ve serbest katalaz numuneleri aktivitelerinin
kargilastirilmasi i¢in 4°C’da 50mM pH 7,0 potasyum fosfat tamponunda depolandi.
Aktivite Olgiimleri 8 haftalik bir siire boyunca gerceklestirildi. Bu inkiibisyon siiresi
boyunca depo ¢ozeltisinde destekten materyalden enzim sizintis1 gerceklesmedi. Serbest
enzim 4 hafta i¢inde tiim aktivitesini kaybederken, immobilize enzim 8 haftalik inkiibisyon
periyodunda aktivitesinin yalnizca %37’sini kaybetti (Sekil 4.9). Bu sonuglar immobilize
enzimin depolama kararliliginin serbest enziminkinden dnemli 6l¢lide daha fazla oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 4.9. 50mM pH 7,0 potasyum fosfat tamponunda, 4°C sicakliginda immobilize ve
serbest katalazin depolama kararlilig1

4.4. immobilize Katalazin Yeniden Kullamim ve islemsel Kararhhg

Bu c¢aligmadaki yeniden kullanim karaliligi literatiirdeki sonuglarla benzerlik
gostermektedir. Ornegin Cengiz ve arkadaslariim yaptig1 calismada 1 saatlik reaksiyonun
10 kere tekrarlanmasindan sonra bentonit ve sepiyolit iizerine immobilize edilen katalazin
aktivitesinde %36’lik bir kayip oldugu rapor edilmistir (Cengiz, Cavas ve Yurdakoc,
2012). Tez ¢alismasinda ise, P(VMK)-M iizerine immobilize edilen katalazin aktivitesinde
ise 1,0 saatlik reaksiyonun 10 kere tekrarlanmasindan sonra %23’liik bir azalma

gozlenmistir.

Kovalent baglanma ile immobilize edilen katalazin islemsel kararlilig1 6nceden belirtildigi
gibi kesikli akis reaktoriinde enzim aktivitesi Olcililerek incelendi. Enzimin reaktor kalig
siiresi 3,12 dakika olarak hesaplandi. Temas siiresinin reaktor 117,29x10% birim katalaz
iceren 1,0 g immobilize edilmis p(VMK)-M kaplanmuis silika partikiiller ile yiiklendiginde
10ml akis oraninda 10 mM H20Oz’nin hidrolizini tamamlamak i¢in yeterli oldugu gézlendi.
H202’nin belirli deney kosullart altinda hidrolizinin tamamlanmasi i¢in 120 saat siiren

islem sonunda bile reaktor verimli ¢alismayr siirdiirmiistiir ancak bu siire zarfi sonunda
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reaktore yliklenen enzimin baslangi¢ aktivitesinin %36’°sin1 kaybettigi gézlenmistir. Birinci

dereceden islevsel inaktivasyon hiz sabiti (ki) (4.2) esitligi ile hesaplanir.
InNA=InAo - kit (4.2)

Burada Ao ve A sirasiyla baslangic ve t dakika siire sonundaki aktivite degerlerini
gostermektedir. Immobilize enzimin inaktivasyon oran sabiti 30°C‘da 10 mM HO- ile
devam eden sistemde 6,4x10°/dakika olarak hesaplanmistir. Ancak inaktivasyon oran
degeri yigmn sistemler i¢in 8,71x10%/ dakika olarak hesaplanmistir. Yigm sistemde
inaktivasyon oran sabitinin siirekli sisteminkinden daha yiiksek oldugu bulunmustur. Y1gin
sistemde her calistirmadan sonra destek temizlendi ve reaksiyon ortami yeniden
siispansiyon haline getirildi ancak tekrar eden bu temizleme islemi enzimin aktivitesini

kaybetmesine neden olabilir.
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5. DEGERLENDIRME

Bu calismada alfa morfolin asilanmis p(VMK) hazirland1 ve silika partikiiller {izerine
kaplandi. P(VMK)-M sentezi ve silika katis1 iizerine asilama yoOnteminin organik ve
inorganik substratlarin modifikasyonunun Michael alict filmler olusturmak icin oldukca

umut verici bir yontem oldugu bulunmustur.

P(VMK)-M asilanmis silika partikiiller katalazin tek adimda immobilizasyonu igin

kullanilmustir.

Uygun kosullar arastirilirken immobilizasyonun pH’a bir etkisi olmadig: tespit edilirken
immobilizasyon sonrasi optimimum sicakligin 35 °C’dan 45 °C’a ¢iktigi, 1s1l kararliliginin

arttig1 gozlendi.

P(VMK)-M kaplanmis silika partikiiller iizerine immobilize edilen katalazin daha uzun

depolama kararliligina sahip oldugu tespit edildi.

Son olarak immobilize katalaz H.O2’nin siirekli bozunmasini test edebilmek icin diizensiz
akis reaktorii kullamildi. Immobilize katalazin enzim reaktdrii ile genis bir zaman
periyodunda kararl bir islevsel aktivite gosterdigi belirlendi. Boylece katalazin tek adimda
immobilizasyonu i¢in p(VMK)-M  kaplanmis silika partikiillerin hazirlanip
kullanilmasinin gelismis alternatif bir yontem olabilecegi goriilmektedir. Bu yontem
organik veya inorganik molekiillerin basit ve verimli immobilizasyonu sagladigindan
dolay1r diger silika immobilizasyon yontemlerinden daha avantajlidir. Biyomolekiil
immobilize edilmis silika iceren biyoteknolojik materyallerde, uygulamalarda destek
malzeme olarak p(VMK)-M kaplanmis silika partikiillerin  kullanilmasinin  yeni
materyaller, sistemler gelistirmek veya mevcut materyalleri iyilestirmek amaciyla

kullanilabilecek etkili ve kullanigli bir uygulama olacagi 6ngoriilmektedir.
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