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OZET

BAZI ENDUSTRIYEL ENZIMLERIN IMMOBILIZASYONU ICIN ASI
KOPOLIMERIZASYONLA LIFSI BIR DESTEK

MADDESININ GELISTIRILMESI

SOYSAL, Arif
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali, Doktora Tezi
Danisman: Prof. Dr. Mustafa YIGITOGLU

Mayis 2015, 141 Sayfa

Bu calismada; peroksidaz (HRP), lakkaz ve lipaz gibi endiistriyel enzimlerin
immobilizasyonu i¢in bir destek materyalinin sentezlenmesi amaglanmistir. Bu amag
icin calismanin 1. asamasinda Poli (Etilen tereftlalat) liflere, GMA (glisidil
metakrilat) ve MAAm (metakrilamit) monomer karisimi, benzoil peroksit (BPO)
baslaticis1 yardimiyla asilanmistir. Asilama yiizdesine gesitli parametrelerin etkileri
arastirilmistir. Asilama i¢in optimum sartlar, [BPO] = 8x 10°M, T=85°Cvet=
180 dakika olarak bulunmustur. Asilama hizinin GMA/MAAm karisim derisimine
1,03 ve BPO derisimine ise 0,51’inci dereceden bagli oldugu bulunmustur.

Calismanin ikinci asamasinda; GMA/MAAmM monomer karisimi asilanmis
PET liflere, HRP, lakkaz ve lipaz enzimlerinin immobilizasyonu kovalent baglanma

yontemi ile gercgeklestirilmistir. Bunun i¢in monomer karisimi agilanmis PET lifler,



lizerinde amin gruplar tiiretmek i¢in once etilen diamin ile sonra da Hofmann
doniisiim reaksiyonu ile modifiye edilmistir. Modifiye lifler glutaraldehit ile aktive
edildikten sonra HRP, lakkaz ve lipaz enzimlerinin immobilizasyonu kovalent olarak
gergeklestirilmistir. Serbest ve immobilize haldeki bu enzimlerin aktivitelerine bazi
degiskenlerin etkisi arastirilmistir. Serbest ve immobilize enzimlerin aktivite
gosterdiklert maksimum sicakliklar, HRP ve lipaz i¢in 50 °C, lakkaz i¢in 35 °C
olarak bulunmustur. Immobilizasyon; HRP, lakkaz ve lipaz enzimlerinin termal ve
depolanma kararliliklarini arttirmistir. Serbest ve immobilize enzimlerin Kinetik
parametreleri belirlenmistir. Ayrica immobilize enzimlerin endiistride kullanim

alanlarma iliskin 6rnek calismalar yapilmstir.

Anahtar Kelimeler: Poli (etilen tereftalat) lif, glisidil metakrilat, metakrilamit,

HRP, lakkaz, lipaz, kovalent immobilizasyon
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A FIBROUS SUPPORT MATERIAL WITH GRAFT
COPOLIMERIZATION FOR IMMOBILIZATION OF SOME
INDUSTRIAL ENZYMES
SOYSAL, Arif
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry, Ph. D. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa YIGITOGLU

May 2015, 141 pages

In this study, syntesis of a support material was aimed for the
immobilization of industrial enzymes, such as peroxidase (HRP), laccase and lipase.
For this aim, in the first stage of study, Poly (ethylene terephthalate) (PET) fibers
were grafted with glycidyl methacrylate-methacrylamide (GMA-MAAmM) monomer
mixture using benzoyl peroxide (BPO) as initiator. Effect of various parameters on
grafting percentage were investigated. Optimum conditions for grafting were found
to be [BPO] = 8x 10 M, T = 85 °C and t = 180 min. The rate of grafting was found
to 1,03 power of monomer mixture (GMA/MAAmM) concentration and 0,51 power of
initiator concentration.

In the second stage of the study, immobilization of HRP, laccase and lipase
enzymes were achieved by covalent bonding technique to GMA/MAAM monomer

mixture grafted PET fibers. Therefore, monomer mixture grafted PET fibers were

iii



modified firstly with ethylenediamine and then Hofmann conversion reaction to
derive the amine groups on PET fibers. The modified fibers were then activated with
glutaraldehyde and HRP, laccases and lipase enzymes were immobilized covalently.
The effect of some variables, on the activity of these enzymes which were free and
immobilized was investigated. The maximum activity of the free and the
immobilized enzymes occurred at 50 °C for the HRP and lipase, at 35 °C for the
laccase. Immobilization; increased thermal and storage stability of the HRP, laccase,
and lipase enzymes. Kinetic parameters of free and immobilized enzymes were
determined. Besides, sample tests were performed regarding use of immobilized

enzymes in industry.

Key words: Poly (ethylene terephthalate) fiber, glycidyl methacrylate, metharyla-

mide, HRP, laccase, lipase, covalent immobilization
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1. GIRIS

Enzimler, endiistriden tibba kadar genis kullanim alanma sahip
biyokatalizérlerdir. Enzimle katalizlenen reaksiyonlarin ¢ogu katalizlenmeyen
reaksiyonlara gore 10% - 10® kere daha hizlidir. Genel olarak her enzim molekiilii
100 - 1000 substrat molekiiliinii {irline gevirme yetenegine sahiptir [1]. Ekonomik
acidan ¢ok yliksek maliyete sahip olan enzimlerin endiistriyel alanda daha da
yayginlagmasi i¢in onlarin tepkime ortamindan geri kazanmilmasi ve tekrar
kullanilabilmesi olduk¢a Onemlidir. Enzim immobilizasyonu, enzimlerin tekrar
kullanimina imkan sagladigi gibi riiniin reaksiyon ortaminda enzimler tarafindan
kirletilmemesine, enzim Kkararliliginin artmasina ve enzimatik reaksiyonun
kontroliine imkén saglar.

Adsorpsiyon, tutuklama, iyonik baglama, capraz baglama ve kovalent
baglama gibi yaygin olarak kullanilan enzim immobilizasyon yontemleri vardir [2].
Bircok immobilizasyon yontemine kiyasla daha yiliksek enzim aktivitesi
sagladigindan dolay1, bu ¢alismada enzimin destek materyaline immobilizasyonunda
kovalent baglama yontemi kullanildi.

Enzim immobilizasyonunda destek materyalleri, suda ¢6ziinmeyen kati
materyaller veya polimerler olabilir. Enzim destek materyali, suda ¢éziinmemeli ve
hidrofobik karakterli olmamalidir. Mekanik kararliliga sahip olma, pH ve ¢oziiciilere
kars1 dayanikli olmasi gibi 6zellikler de bir enzim destek materyalinde aranacak
Ozelliklerdir. Siralanan bu 6zelliklere sahip oldugundan dolay1 bu tez calismasinda
enzim destek materyali olarak, GMA/MAAm monomer karisim1 asilanmis PET lifler

kullanildi.



PET diinyada en fazla iiretilen sentetik bir liftir. 2002 yilinda {retilen
sentetik elyafin, % 58’lik bir payina sahiptir [3]. PET lif, ucuz hammaddesi ve diisiik
tiretim maliyetine sahip olmasindan dolayi, hazir giyimde tercih edilmektedir. PET
lifi avantajli kilan bu 06zelliklerinin yaninda, hidrofobik karakterli olmasindan
kaynaklanan su tutma kapasitesi ve boyana bilirliginin sinirli olmasi, yiiksek statik
yiikklenme ve zayif yapigskanlik gibi dezavantajlara da sahiptir [4]. PET liflerin sahip
oldugu bu olumsuz o6zellikleri gelistirmek igin kullanilan yontemlerden birisi de
liflerin modifikasyonudur. Asit kopolimerizasyon yontemi, PET lifleri modifiye
etmek i¢in kullanilan bir yontemdir. As1 kopolimerizasyon ile bir veya birden fazla
monomer karisimi PET liflere asilanabilir. Asilamadaki temel amag, farkh
fonksiyonel gruplara sahip olan monomerlerin 6zelliklerinin, PET life kazandirilmasi
ile PET lifin zay1f olan 6zelliklerini gelistirmektir.

As1 kopolimerlerde, kimyasal yapilar farkli iki polimer zinciri, az veya ¢ok
baglanma noktalarindan birbirine baglanir. PET lifin asilama ile kazanacagi
ozellikleri, life agilanacak monomer veya monomerler belirledigi igin, asilamada
kimyasal aktivite gosterebilecek fonksiyonel gruplara sahip monomerler segilir [5].
Asilanmast diisiik olan monomerlerin as1 verimini arttirmak igin, ikinci bir
monomerin varhiginda as1 kopolimerizasyon yapilir. Ikinci monomerin sinerjik
etkisinden dolay1 asilama verimi artar [6].

Bu tez ¢alismasinda; HRP, lakkaz ve lipaz gibi baz1 endiistriyel enzimlerin
immobilizasyonu i¢in yeni bir destek materyalinin iiretilmesi amaglandi. Calismada
bir enzim destek maddesinde bulunmasi gereken bir¢ok 6zelligi tasimasindan dolayz,
PET lifler kullanildi. Bu tercih nedenlerinin yaninda, PET liflerin hidrofobik bir
yapiya sahip olmasi, bir enzim destek maddesinde tercih edilmeyen bir durumdur.

Bundan dolayr PET life MAAm monomerinin asilanmasiyla lifler lizerinde polar



NH; gruplar1 olusturularak hidrofilik 6zelligi gelistirildi. Genel olarak 2 asamadan
olusan bu tezin ilk asamasinda PET liflere, GMA ve MAAM monomer karigimi
asiland1. Asilamaya etki eden bazi parametrelerin etkisi arastirilarak, monomer
karisimi asilanmis PET lifler karakterize edildi. Calismanin ikinci asamasinda ise;
monomer karistmi asilanmis PET liflere, HRP, lakkaz ve lipaz enzimlerinin
immobilizasyonu kovalent baglanma yontemi ile gerceklestirildi. Serbest ve
immobilize enzimlerin kinetik parametreleri ve aktiviteleri belirlendi. Serbest ve
Immobilize enzimlerin aktivitelerine bazi degiskenlerin etkisi arastirilarak,

immobilize enzimlerin uygulama alanlar1 da arastirildu.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Polimerler

Polimerler, cok sayida ayn1 veya farkli atomlarin kimyasal baglarla
baglanarak olusturdugu uzun zincirli, yiiksek molekiil agirlikli bilesiklerdir.
Polimerler, dogal veya sentetik olabilir. Sentetik polimerler genellikle ¢ok sayida
tekrarlanan, “monomer” denilen basit birimlerden olusur. Dogal polimerler ise
dogada kendiliginden olusan polimerlerdir. Ornegin seliiléz ve nisasta dogada en gok
bulunan dogal polimerlerdir [7].

Polimerler; monomer ¢esitlerine goére homopolimerler ve kopolimerler
olmak tizere iki sinifta incelenirler [8].

Homopolimer: Tek cins monomerlerden meydana gelen polimerlerdir. Tek
bir monomer —A- ile gosterildiginde, homopolimerin genel formiili X-(A),-Y
seklinde gosterilir.

Kopolimer: Yapisinda birden fazla farklt monomerler igeren polimerlerdir.

Kopolimer; rastgele, ardisik veya bloklar seklinde bulunabilir.

2.2. Kopolimerizasyon

Polimerizasyon ortaminda birden fazla monomer bulundugu zaman,

homopolimer yaninda kopolimer de meydana gelir. Polimerizasyon ortamina

baslatic1 ilave edildiginde, her monomer kendine &zgii ilk polimerik radikali



meydana getirir. Meydana gelen bu radikaller kendi monomerleri veya oteki
monomer ile reaksiyona girerler. Dizilis sirasina gore monomerler dort tiir kopolimer
olusturabilirler [8]. Polimerizasyon ortaminda A ve B iki ayri cins monomer iken
asagida belirtilen kopolimer tiirleri hazirlanabilir;
1. A ve B monomerleri zincir boyunca dagmik siralanmasi ile olusmus rastgele
kopolimerler:
A-B-A-A-A-B-B-A-B- (2. 1)

2. A ve B monomerlerinin, polimer zinciri boyunca art arda siralanarak olusturdugu
ardisik kopolimerler: Boyle polimerler genellikle katilma veya kondenzasyon
reaksiyonlarinda olusur.

A-B-A-B-A-B-A-B-A- (2.2)
3. A monomerinden olusmus polimer bloklarinin B monomerinden olusmus polimer
bloklarina baglanmasi ile meydana gelen blok kopolimerler:

A-A-A-A-A-B-B-B-B- (2. 3)
4. A monomerlerinden olusan makromolekiil zincirine, B molekiillerinden olusmus
oligomerlerin asilanmasiyla elde edilen dalli kopolimerler.

A-A-/IA\-A-A-A-A

B
I

B (2.4)



2.3. Lifler

Uzunlugunun kalinligina orami yiiksek olan, esnek ve homojen yapidaki
materyallerdir. Kesin bir deger olmamakla birlikte bir lifin uzunluk/gap oraninin en
az 100 olmasi gerektigi kabul edilir.

Lifler, elde edildikleri kaynaga gore dogal ve sentetik lifler olmak iizere iki
gruba ayrilabilir [9].

Dogal lifler, dogadan saglanirlar ve lif haline getirilmelerinde insan emegi
yoktur. Basit 6n islemlerden gegirilerek sanayide dogrudan kullanilirlar.

Lif tiretiminde kullanilan polimer, yapay olarak elde edilip daha sonra lif
haline getirilebilir. Bu sekilde yapay lifler elde edilmis olur. Yapay lifler genel
olarak; Poliamit lifler, akrilik ve modakrilik lifler, olefin lifler, elastomerik lifler ve

poliester-eter lifler seklinde siniflandirilabilirler.

2.4. Poliester Lifler

Yapisinda kiitlece en az % 85 oraninda bir hidroksi alkol ve teraftalik asidin
esterini bulunduran polimerlerden iiretilen liflerdir. Poliesterler, tekstil, elektrik ve
otomotiv gibi bir¢ok sanayi alaninda kullanilan polimer tiiriidiir. Dogrusal bir yapiya
sahip olan PET, ¢ok 6nemli bir poliester liftir. Endiistriyel olarak PET, teraftalik asit
ya da dimetil teraftalatin etilen glikol ile polimerizasyonu sonucu elde edilen bir

kondenzasyon polimeridir [10].



2.5. PET Lif Uretim Yontemi

Carothers, lif iretmek igin, ilk kez adipik asit ve etilen glikol gibi maddeler
kullanarak dogrusal poliesterler sentezledi. Daha sonra arastirmalarini ester degisim
tepkimeleri lizerine yogunlastirip, bugiin de PET iiretiminde kullanilan y&ntemi
gelistirdi. PET lif, eriyikten lif ¢ekme islemi ile tretilir. Lif tiretiminde kullanilan

PET igin gelistirilmis 2 yontem vardir [7].
a) Birinci yontemde dimetil teraftalat ile etilen glikol kullanilir.

0 i
NHO—CH,-CH,—OH  + NCH,0—C C— OCHj

etilen glikol dimetil tereftalat

-(2n-1) CH3;OH

(2.5)
ﬁ 0
H4-0—CH,—CH,—0—C C1OCH;

poli(etilen tereftalat)
(Terylene)



b) Ikinci yontem de ise saf teraftalik asit, etilen glikol ile tepkimeye girer.

T T
NHO—CH,—CH,—OH  + NHO—C C—OH
etilen glikol tereftalik asit (2. 6)
-(2n-1) H,O
0 7
H+0— CH,—CH,—0—C C+ OH
n
PET

Her iki yontem i¢in de gerekli olan etilen glikol, etilenin oksidasyonu ve
hidratasyonundan elde edilir. Burada saflastirma bir sorun yaratmaz. Bunun yani1 sira
p-ksilenin oksidasyonu ile elde edilen teraftalik asit, kati ve toz halinde olup
saflagtirillmas1 zordur. Bu nedenle diisiik erime noktasina sahip ve daha kolay
saflastirilan dimetil teraftalat, teraftalik asit yerine kullanilmaktadir. Birinci yontemin
dezavantaji1 trans esterlesme sonucu agiga ¢ikan su yerine yanici ve parlayici bir alkol
olan metanoliin olmasidir. Bundan dolay1 bu yolla yapilan esterlesmede daha dikkatli
olunmalidir. Polimerizasyon islemi, tek bir reaktorde vakum altinda siirekli
kanigtirilarak 290 °C’ de gerceklestirilir. Boylece monomer molekiilleri birleserek

birgok monomerden olusan polimer zincirlerini olustururlar.



2.6. PET’ in Ozellikleri

PET, yiiksek elastik 6zelligi, diisiik nem tutma yetenegi ( %100 bagil nemde
%1), mekanik kararlilig1 ve asinmaya kars1 direnci yiiksek olan bir polimerdir.

Erime noktas1 (258-263 °C) olan PET’in cams1 gegis sicaklig (80 °C)’dir.
l.cams1 gegis sicakliginda, PET lifte etilen (-CH,-CHy-) gruplarindaki rotasyon ve
titresim hareketleri etkili iken, aromatik halkalarin hareketliligi daha yiiksek
sicakliklarda gerceklesmektedir.

PET Ilif, naylondan daha dayaniklidir. Isik etkisi, bakteri ve boceklere kars
dayanikli olup degretasyona ugramaz. PET, erime noktasi tizerindeki sicakliklarda
degrede olur. PET’de 1sisal degretasyon, ester baglarindan rasgele zincir kopmasi
seklinde meydana gelir. PET’in 1sisal degretasyon tepkimesinin asagidaki gibi

oldugu belirtilmistir [11].

—@-COO-CHz-CHz-O-CO-Q‘ L—@COO-CH:CHZ ¥ HO-CO@— 2.7)

PET, sicak metakrezol, triklorasetik asit ve o-klor fenol gibi organik
coziiclilerde ¢oziinlir. Zayif asitlere karsi, kaynama noktasinda bile direnglidir.
Kuvvetli asitlerde, HCI’ ye kars1 sogukta direng gosterebilir. Zayif alkalilerden
etkilenmez ancak kuvvetli alkalilere karsi direnci azdir. Beyazlatict maddelere,
deterjanlara, sabunlara, keton ve alkollere karsi dayaniklidir. PET, yiikseltgeyici
maddelere kars1 direnglidir. Ornegin siilfiirik aside {i¢ giinliik siirede 60 °C’de direng

gostermistir.



PET lifler, 1. cams1 gegis sicakliginin tistiindeki sicakliklarda, iyi bir verim
ile boyanamamaktadir. PET liflerin boyanmasinda genellikle dispers boyalar
kullanilir. Dispers boyalar, PET lif yapisina fiziksel olarak yerlesirler. Boyanin PET
liflere yeterince diflizlenebilmesi igin, benzen halkalarinin titresim enerjilerinin,

bunlar arasindaki yogun ¢ekim kuvvetlerini yenebilecek diizeye ¢ikmasi gerekir.

2.7. Enzimlerin Yapis1 ve Ozellikleri

Enzimler, protein yapisinda olan ve canli hiicreler tarafinda sentezlenen
biyokatalizorlerdir. Enzimler bazi 6zellikleri ile diger katalizorlerden farklidir.
Enzimatik reaksiyonlar, diger katalizorlere gore ¢ok daha hizhidirlar.
Katalizorlerin ¢ogu ¢esitli kimyasal reaksiyonda goérev yapmalarina karsilik,
enzimler bir reaksiyonu spesifik olarak katalize eder. Enzimler, laboratuvar
kosullarinda ¢ok yiiksek sicakliklarda ve biiyiik bir enerji ile gerceklesecek bir
reaksiyonu, daha az enerji ile daha diisiik sicakliklarda gergeklestirebilirler [12].

Her enzim molekiiliinde aktif merkez denilen 6zel bir bolge vardir. Enzim
molekiilindeki bu aktif merkez, substratla uyumlu ii¢ boyutlu bir yiizey olusturan
amino asit yan zincirleri igerir. Aktif merkez, substrati baglayarak bir enzim—substrat
(ES) kompleksi meydana getirir. ES kompleksi, enzim—iiriin (EU) kompleksine

dontisiir ve tirlin enzim yiizeyinden ayrilir [13].

10



2.8. Enzim Kinetigi

Enzimler g¢ogunlukla Michaelis-Menten kinetigi gosterirler. Michaelis-
Menten, enzim katalizli reaksiyonlarin 6zelliklerinin genelini kapsayan bir model
One siirmistiir. Bu modelde, enzim substratina geri doniisiimlii olarak baglanip bir
enzim substrat kompleksi meydana getirir. Daha sonra olusan kompleks iiriine
doniistir.

k .
E+S=?%=ES—£L>E+U (2.8)

Burada S; substrat, E; enzim, ES; enzim-substrat kompleksi ki, k.1 ve k; hiz
sabitleridir. Bir enzimatik reaksiyonun hizi, substrat ve enzim konsantrasyonuna
baglidir. Michaeles- Menten denklemi, reaksiyon hizi ile substrat konsantrasyonu
arasindaki  iliskiyi  gostermektedir. Enzimatik  reaksiyon hizi, substrat
konsantrasyonuna kars1 grafige gegirilirse hiperbolik bir egri meydana gelir. Leonor
Michaelis ve Maud Menten bu hiperbolik egri esitligini enzim Kkinetigine

uygulayarak, Michaelis-Menten denilen asagidaki esitligi elde etmislerdir [14].

_ Vmak [S]
" Kem+[9]

(2.9)
Michaelis-Menten esitliginde;

Vo = ilk hiz, Vima: Maksimum hiz, [S]: Substrat derisimi, Km: Micheales sabitini
gostermektedir. Km enzimin substrata olan ilgisini yansitir. Km’nin sayisal degeri,
reaksiyon hizinin yarisina karsilik gelen substrat konsantrasyonudur. Enzim

konsantrasyonuna bagl degildir. Sayisal olarak kii¢iik Ky, enzimin substrata ilgisinin
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yiiksek oldugunu gosterirken, sayisal olarak yiiksek Kp, ise enzimin substrata olan
ilgisinin diisiik oldugunu gosterir.

Km Ve Vmak degerlerini daha kolay hesaplayabilmek i¢in Michealis-Menten
bagintis1 yeniden diizenlenebilir. Eger 1/Vo, 1/ [S]’ye karsi grafige gegirilirse bir

dogru elde edilir. Bu grafige Lineweaver-Burk grafigi (¢ift resiprok egrisi) denir [1].

1 Km 1 1

= —+
VO Vmak [S] Vmak

(2. 10)

II"-"IIrndc

[S]= K. ise reaksivon
hiz1, substrat konsant-
rasyonmundan bagimsiz
ve sabittir.

[5]< K ise reaksivon
| hizi, substrat konsant-
rasvonuile orantilidir.

Sekil 2. 1. Michaelis-Menten grafigi
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- 1[S]

Sekil 2. 2. Lineweaver-Burk grafigi

2.9. immobilize Enzimler

Enzimler, suda ¢oziinebilen biyokatalizorlerdir. Endiistriyel uygulamalarin
biiyiik ¢ogunlugu ¢6zelti ortaminda gergeklestigi i¢in, biyokatalizor olarak kullanilan
serbest enzimlerin aktivitesini kaybetmeden geri kazanilmasi imkansizdir. Serbest
enzim, reaksiyon ortamindan istenildigi zaman uzaklastirilamadigi igin, reaksiyonun
kontrolii ¢ok zordur. Reaksiyonun istenilen zamanda durdurabilmesi i¢in ortama
inhibitdr katilmasi gerekir. Inhibitdr ilavesi reaksiyon ortaminda kirlilige neden olur.
Reaksiyon ortaminda kirlenen iirliniin saflastirilmas: maliyeti arttirir. Bu sorunlari
cozebilmek ve enzimleri endiistriyel uygulamalarda daha uygun hale getirmek
immobilize enzimler kullanilir. Endiistriyel uygulamalarda adsorpsiyon, tutuklama,
iyonik baglama, ¢apraz baglama ve kovalent baglama gibi yaygin olarak kullanilan

enzim immobilizasyon yontemleri bulunmaktadir. Bu tez calismasinda enzimlerin
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kovalent immobilizasyonu kullanildig1 ic¢in, kovalent immobilizasyondan kisaca

bahsedilecektir.

2.10. Kovalent Baglanma ile Enzim immobilizasyonu

Bu yontemde enzimler, gesitli destek materyallerine kovalent bag ile
baglanirlar. Kovalent baglanma, enzim molekiilii iizerindeki fonksiyonel gruplar
tizerinden gergeklestirilir. Bu yiizden enzimlerin destek materyale kovalent olarak
baglanabilmesi i¢in destek materyalin amin, hidroksil, karboksil ve epoksi gruplari
gibi fonksiyonel gruplar igermesi gerekmektedir. Enzim immobilize edilmeden Once,
destek materyal {izerindeki fonksiyonel gruplar aktive edilmelidir. Enzim
proteinindeki baz1 gruplar ile aktive edilmis destek materyalinin reaksiyona girmesi
sonucunda, enzimin kovalent immobilizasyonu gergeklesir. Bir enzimin, amin
gruplart igeren bir destek materyale kovalent baglanma ile immobilizasyonu sekil

2.3’de verilmistir [15].
ﬁ o)
NHZ + HC_(CHz)g_CH —_— N:(H:_(CHz)g_CH

O

N:CH:_(CH2)3_|(|3H + HN—(B) —=§—N=C—(CH);—G=N—(B)

Sekil 2.3. Amin gruplart iceren destek materyaline kovalent baglanma ile enzim

immobilizasyonu
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Kovalent baglanma ile immobilize enzim, destek materyalin yiizeyinde
bulundugu igin substrat ile kolayca etkilesmesi gibi avantaja sahip iken, baglanma
sonucu enzimin aktif merkezinin kismen bloke olabilmesi ve immobilizasyon igin
optimum sartlarin belirlenmesinin zor olusu gibi dezavantajlara da sahiptir. Bu
dezavantajlarina ragmen enzimlerin kovalent immobilizasyonu yiiksek aktivite

sagladigindan, analitik amaglar i¢in uygulanan bir yontemdir [16].

2.11. HRP Enziminin Ozellikleri

Peroksidazlar (EC 1.11.1.7), oksitleyici olarak hidrojen peroksit kullanan
oksidorediiktazlardir. Tiirlerinin biiyiik bir cogunlugu N-bagh oligosakkarit iceren
glikoproteinlerdir [17]. Hiicre igerisinde toksik bir {irlin olan hidrojen peroksitin

uzaklastirilmasinda rol aldigi i¢in birgok organizmada bulunur.

HRP+ H,0, — [HRP- H,0; ] (2.11)

[HRP- H,0, ] + Substrat — Uriin + HRP + 2 H,0

Yabanturpu koklerinden izole edilen HRP, baslica tibbi uygulamalarda
kullanilmaktadir. Fenol, bifenol, anilin gibi aromatik bilesiklerin ve azo boyalarin

atik sulardan giderilmesi gibi endiistriyel uygulamalarda etkili oldugu da

bilinmektedir [18, 19, 20].
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2.12. Lakkaz Enziminin Ozellikleri

Gliko protein yapisina sahip olan lakkaz enzimi, her molekiilii dort bakir
iyonu igeren bir oksidorediiktazdir. Bilinen en eski enzim olup, 1883 yilinda Yoshida
tarafindan, Rhus vernicifera’nin 6zsuyundan izole edilmistir. Bakteriler, bocekler,
yiiksek yapili bitkiler ve mantarlardan izole edilebilmektedir [21] .

Optimum pH aralig1 3,0-7,5 olan lakkaz enziminin, optimum sicaklik araligi
ise 40-80 °C arasinda degismektedir. 4-benzendiol, siringaldazin, naftol,
diklorofenol, metoksifenol, askorbat, pirogallol, kresol, syringic asit vb. tiirevleri,
lakkaz enziminin reaksiyon verdigi substratlardandir. Sekil 2.4° te bu tez
caligmasinda substrat olarak kullanilan siringaldazinin lakkaz ile verdigi tepkime ve

sonugta olusan iiriin gosterilmektedir [22].

H3C—O\/_ siringaldazin O -CHs H3C- O ardn /O CH;
_ \—:N-N: < —0 -2H* 3e
HO \\ // / Lakkaz - N=N-
NO-CH
H;C-O 3 HaC- O O -CH;

Sekil 2. 4. Siringaldazinin Lakkaz ile Tepkimesi

Oksideradiiktazlar smifindan olan lakkaz enzimleri son yillarda, biyik
oranda pargalanmayan g¢evresel kirlilikleri, fenolik ve fenolik olmayan lignin esash
bilesenleri yiikseltgeyebilme yeteneklerinden dolayi, bir¢cok biyoteknolojik

uygulamalarda kullanilabilmektedirler [23, 24].
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2.13. Lipaz Enziminin Ozellikleri

Lipaz enzimleri, yaglar ve yag asidi esterlerini hidroliz ederler. Lipaz,
emiilsiyonun yag-su ge¢is fazinda katalizini gergeklestirir [25]. Lipaz enziminin
hidroliz reaksiyonu Sekil 2.5.”te gosterilmistir [26].

Lipaz enzimleri; bakteri, maya ve kiiflerden izole edilmektedir. Lipaz
enzimlerinin, gida endiistrisi, biyosensorler, biyodizel ve pestisitlerin yapimi,
deterjan ve deri sanayii, ¢evre yonetimi, kozmetik ve parfiim sanayii gibi uygulama

alanlar1 bulunmaktadir [27, 28].

0

NN R
o OH

i

I
NN 13H0 == | —oH P3N~ o~
HO

i

NN —OH
—0o”

Yag Gliserol Yag asidi

Sekil 2.5. Yaglarin lipaz enzimi ile hidroliz tepkimesi

2.14. Tezin Amaci

Bu tez ¢aligmasinda; HRP, lakkaz ve lipaz gibi baz1 endiistriyel enzimlerin
immobilizasyonu i¢in yeni bir destek materyalinin {iretilmesi amaglanmistir.
Calismada, hidrofobik bir yapiya sahip olma haricinde, bir enzim destek

materyalinde bulunmasi gereken birgok 6zelligi (mekanik kararliliga sahip olma, pH
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ve ¢oziiciilere kars1 dayanikli olmasi) tasimasindan dolayi, PET lifler kullanildi. PET
lifin ¢6zelti ortamindan istenildigi zaman uzaklastirilabilme kolayligi saglamasi
bagka bir tercih nedenidir.

PET lifin hidrofilik 6zelligini gelistirmek i¢in, GMA/ MAAmM monomer
karisimi asilanarak, lifler tizerinde polar gruplar olusturulmustur. Béylece PET lifler
tizerinde, HRP, lakkaz ve lipaz enzimlerinin baglanabilecegi fonksiyonel gruplar
olusturularak endiistriyel 6neme sahip enzimlerin kovalent baglanma yontemi ile
immobilizasyonu gerceklestirilmistir. Immobilize ve serbest enzimlerin aktiviteleri
ve Kkararliliklar1 belirlenerek, immobilize enzimlerin endiistriyel uygulamalara

yonelik kullanilabilirliginin arastirilmasi amaglanmistir.

2.15. Literatiir Ozeti

2.15.1. PET Lif’in As1 Kopolimerizasyonu ile Ilgili Literatiir Taramasi

Farklt monomer veya monomer karigimlarinin PET veya benzer destek
maddeleri lizerine asilanmasina iligskin, son yillarda yapilmis bazi1 ¢aligmalar asagida
Ozetlenmistir.

Azizinezhad, PET lifler iizerine BPO baslaticis1 yardimiyla, 2-hidroksipropil
metakrilat /akrilik asit monomer karisimini asilamis, monomer karisimi asilanmis
PET lifleri karakterize ederek, 90 °C sicaklik, 1 saat polimerizasyon siiresi ve
[BPO] = 4.0x10°mol/dm?® baslatici derisiminde en yiiksek ast verimini elde etmistir.
Fariborz ¢calismasinda, agilanmis PET liflerin asidik ve bazik boyalar ile boyanabilme

Ozelliklerini de aragtirmistir [29].
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Azizinezhad, baska bir calismasinda PET lifler iizerine, 4,4'-azobis
(4-siyanovalerik asit) baslaticis1 yardimiyla, 2-hidroksipropil metakrilat monomerini
asilayarak, asilama sartlarin1 optimize etmis, asilama kinetigini arastirmistir. Calisma
sonucunda asilama hizinin, monomer derisimine 1,25 ve baslatici derisimine ise
0,90°nc1 dereceden bagli oldugunu rapor etmistir [30].

Coskun ve Akdeniz, PET lifler lizerine maleik asit/metakrilamit monomer
karistmin1  BPO  baslaticis1  yardimiyla asilayarak, asilama verimine bazi
parametrelerin etkisini arastirmiglardir. Daha sonra monomer karigimi asilanmis PET
liflerin, su tutma kapasitesi, asidik ve bazik boyalar ile boyanabilme 6zelliklerini
incelemislerdir [31].

Liu ve arkadaglari poli etilen {izerine, mikrodalga yontemi kullanarak,
akrilonitril / akrilik asit monomer karigimlarini asilamis, asilama kinetigini
incelemislerdir. Calismalarinda nitril gruplarinin varliginin yapiyr daha hidrofil
yaptigini rapor etmislerdir [32].

Seko ve arkadaslari, poli etilen lifler iizerine mikrodalga ydntemini
kullanarak GMA monomerini, bir ylizey aktif madde olan sodyum dodesil siilfat
varhiginda asilamis, agilama sartlarini belirlemislerdir [33].

Kordoghli ve arkadaslari, 254 nm’de UV ismlari yardimiyla, klor gazini
elektrofilik substitiisyon reaksiyonu ile PET kumas asilamiglardir. Asilama
sonucunda modifiye PET lifin katyonik boyalarla daha kolay boyanabildigini rapor
etmislerdir [34].

Mohamed ve arkadaslari, PET kumas {izerine dimetilaminopropil
metakrilamit (DMAPMA) monomerini, UV 1gmlarnt yardimi ve benzofenon
baslaticis1 kullanarak asilamiglardir. Calismada ayrica modifiye edilen PET liflerin

antibakteriyel 6zellikleri de incelenmistir [35].
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Arslan, PET lifler {izerine, GMA monomerini agilayarak, asilama sartlarini
optimize etmistir. Daha sonra, asilanmig PET lifleri 1,6-diamino hekzan ile modifiye
ederek, sulu ortamda asidik boya (Kongo kirmizisi) gideriminde kullanmistir [36].

Arslan baska bir calismasinda, PET liflere, akrilamit/HEMA monomer
karistmin1 BPO baglaticis1 yardimiyla asilamis, asilama sartlarin1 belirleyerek,
monomer karigimi asilanmis PET lifleri karakterize etmistir [37] .

Liu ve Sun PET iizerine alil bir monomer olan 3-allil-5,5-dimetilhidantoin
(ADMH)’1 BPO baslaticis1 yardimiyla asilamis, asilama sartlarini optimize ederek
tirtinii karakterize etmislerdir [38].

Coskun, PET lifler tizerine krotonik asit/metakrilamit monomer karigimini
BPO baslaticis1 yardimiyla asilayarak, asilama verimine bazi parametrelerin etkisini
arastirmistir. Daha sonra monomer karisimi asilanmis PET liflerin, su tutma
kapasitesi, asidik ve bazik boyalar ile boyanabilme 6zelliklerini incelemistir [39] .

Yigitoglu ve Arslan, PET lifler {izerine 4-VP / HEMA monomer karigimini
BPO yardimiyla asilayarak, asilama verimine bazi parametrelerin etkisini
arastirmiglardir. 4-VP / HEMA monomer karisimi asilanmis PET liflerin, su tutma
kapasitesi, asidik ve bazik boyalar ile boyanabilme 6zelliklerini incelemislerdir [40].

Coskun, itakonik asit/metakrilamit monomer karisimini, BPO baslaticisi
yardimiyla PET lifler iizerine asilayarak, asilama sartlarimi belirlemistir. Ayrica
monomer karisimi agilanmis PET liflerin, su tutma kapasitesi, asidik ve bazik boyalar
ile boyanabilme 6zelliklerini incelemistir [41] .

Liu ve Li, metil akrilatin PET Iif iizerine asilanmasinda polimerizasyon
sicakligr 20 °C ile 45 °C arasinda tutulmus ve sicaklifin yiikseltilmesiyle asilama
verimi artmigtir. Ayrica metil akrilatin PET lif {izerine agilanmasinda baslatic1 verimi

16,29x10™ mol/L, monomer derisiminin 3,8 mol/L ye kadar arttirilmasi ile asilama
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veriminin 6nemli derecede arttigini daha yliksek baslatict ve monomer derigimlerinde

ise azaldigin gozlemislerdir [42].

2.15.2. Enzim immobilizasyonu ile Ilgili Literatiir Taramasi

Literatiirde, son yillarda baz1 destek maddelerine immobilize edilmis HRP,
lakkaz ve lipaz enzimlerine iliskin yapilmis bazi ¢alismalar rapor edilmistir.

Prodanovi¢ ve arkadaslari, 1,2- diamino etan ile modifiye edilmis
poly(GMA-ko-EGDMA) destek maddesi tizerine glutaraldehit ve periyodat
varhiginda, HRP enzimini kovalent olarak immobilize etmislerdir [43].

Caramori ve Fernandes, poli(etilen tereftalat)- poli(anilin) kompozit
karisimi  iizerine HRP enzimini kovalent olarak immobilize etmislerdir.
Immobilizasyondan sonra enzim karaliliginin arttigmni ve immobilize enzimin ¢ok
kez kullanilabilecegini rapor etmislerdir [44].

Celebi ve arkadaslar gesitli polisiilfon destek maddelerine HRP enzimini
kovalent olarak immobilize ederek, serbest ve immobilize enzimin aktivitesine etki
eden bazi parametreleri arastirmiglardir. Ayrica immobilize enzimin asidik ve bazik
boya degradasyonundaki etkisini arastirmiglardir [45].

Arslan, GMA-g-PET destek materyalini 1,6- diaminohekzan (HMDA) ile
modifiye ederek, HRP enzimini kovalent olarak immobilize etmis ve immobilize
enzimi boya (metiloranj) degradasyonunda kullanmistir [46].

Kondyurin ve arkadaslari, modifiye edilmis polietilene, HRP enzimini

kovalent olarak immobilize etmislerdir [47].
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Temogin ve Yigitoglu, akrilamit asilanmis PET lifleri, glutaraldehit ile
modifiye ederek, elde edilen destek materyaline HRP enzimini kovalent olarak
immobilize etmislerdir. Bazi1 parametrelerin, serbest ve immobilize enzimin
aktivitesine etkisini arastirmiglardir [48].

Zhai, Zhang ve arkadaslari, kitosan-haloysit hibrit nano tiiplerine,
glutaraldehit varliginda HRP enzimini kovalent olarak immobilize etmislerdir.
Immobilize enzimi, atik sulardaki fenol gideriminde kullanmislardir [49].

Sathishkumara ve arkadaslari, seliiloz nano fiberler {izerine, lakkaz enzimini
kovalent olarak immobilize etmislerdir. Immobilize lakkaz enziminin tekstil atik
sularindaki boya gideriminde kullanilabilecegi sonucunu rapor etmislerdir [50].

Cristovaoa ve arkadaslari, yesil Hindistan cevizi lifleri {izerine ticari lipaz
enzimini adsorpsiyon yontemi ile immobilize ederek, immobilize enzimi tekstil atik
sularindaki boya degradasyonunda kullanilabilecegini rapor etmislerdir [51].

Palvannan ve arkadaglari, poliuretan nano fiberler iizerine, glutaraldehit
tizerinden lakkaz enzimini kovalent olarak immobilize etmislerdir [52].

Fatarellaa ve arkadaslari, naylon 6 film ve nano fiberler iizerine, lakkaz
enzimini kovalent olarak immobilize ederek, ilging oOzellikleri ile immobilize
enzimin endiistride kullanilabilecek 6nemli bir biyokatalizor olabilecegini rapor
etmiglerdir [53].

Kanmani ve arkadaslari, Staphylococcus pasteuri’den izole ettikleri lipaz
enzimini saflastirarak yaglarin biyodegradasyonunda kullanmuslardir. izole ettikleri
enzimin, deterjan formiilasyonlar1 ve biyodizel iiretimi gibi endiistriyel uygulamalar
i¢in uygun oldugunu rapor etmislerdir [54].

Yiicel ve arkadaslari, li¢ farkli kaynaktan elde edilmis lipaz enzimini, selit

545, silika jel ve stiren-divinil benzen kopolimeri olmak {izere ii¢ ayr1 destek
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materyaline adsorpsiyon ve kovalent yontemlerini kullanarak immobilize etmislerdir.
Daha sonra immobilize enzimleri bitki yaglarindan biyodizel iiretiminde
kullanilabilecegini rapor etmislerdir [55].

Temogin, hidrofobik bir destek maddesi olan PET-g- GMA {izerinde, etilen
diamin ile amin gruplari olusturmustur. Glutaraldehit ile aktive edilmis destek
materyale lipaz enzimini kovalent olarak immobilize etmistir. Daha sonra
immobilize enzimi zeytinyaginin hidrolizi ve oleik asitin esterlesme reaksiyonunda
kullanmustir [56].

Guan-Jie Chen ve arkadaslar1 hidrofobik ve hidrofilik 6zelliklere sahip olan
seliiloz, cam elyafi ve poliviniliden floriir destek maddelerini, 1,4-diamino metan ile
modifiye ettikten sonra glutaraldehit ile aktive edip, lipaz enzimini kovalent
baglanma yontemi ile immobilize etmislerdir [57].

Zhu ve Sun, glutaraldehit ile aktive edilmig Poly (vinil alkol-ko-etilen)
(PVA-ko-PE) nanofiber membranlara lipaz enzimini kovalent baglama yontemi ile
immobilize etmislerdir. Immobilize enzimin endiistride kullanilabilecek iyi bir
biyokatalizor olabilecegini rapor etmislerdir [58].

Li ve Chen, poli(propilen), PET ve viskoz fiber gibi destek maddeleri
lizerine lipaz enzimini glutaraldehit varlifinda kovalent immobilizasyonlarini
karsilagtirmali olarak yapmislardir [59].

Sheng-Feng Li, Yi-Hsuan Fana ve arkadaslari, poli (akrilonitril) (PAN)
nano fiber membrani iizerine lipaz enzimini kovalent baglanma yontemi ile
immobilize etmislerdir. Immobilize enzimi endiistride, biyodizel iiretimi gibi

esterlesme reaksiyonlarinda kullanilabilecegini rapor etmislerdir [60].
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Yigitoglu ve Temogin, baz1 bitkisel yaglarin hidrolizinde kullanmak iizere,
glutaraldehit ile aktive edilmis poliester lifler (PET-g-AAm) {izerine lipaz
immobilize etmislerdir [61].

Ashjaria ve arkadaslari, epoksi grubu ile fonksiyonlandirilmis silika ve
silika nano pargaciklara (MCM-41 ve SBA-15), lipaz enzimini ¢oklu noktadan
kovalent olarak immobilize etmislerdir. Serbest ve immobilize enzimin aktivite
sartlarin1 aragtiran Ashjaria ve arkadaslar1 immobilizasyondan sonra immobilize
lipaz enzimin ¢oklu baglanmadan dolay: stabilitesi ve yeniden kullanilabilme
Ozelliginin ¢ok gelistigini rapor etmislerdir [62].

Milena de Souza Bezerra ve arkadaslari, yesil Hindistan cevizi liflerine
lakkaz enzimini immobilize ederek, immobilize enzimi elma suyunun aritilmasinda
(renginin berraklastirilmasinda) kullanmiglardir. Immobilize enzimi 10 kez
kullandiklarinda immobilize enzimin baslangi¢ aktivitesini yaklasik olarak korudugu
ve bulanikligi % 29 oraninda azalttigini rapor etmislerdir [63].

Khoobi ve arkadaslari, polietilen imin (PEI) ile modifiye edilmis,
siiperparamagnetik FesO4 nanopargaciklara lipaz enzimini immobilize etmislerdir.
Uriinii karakterize ederek, immobilize enzimi n-hekzan ve serbest ¢oziicii ortaminda,
etil valeratin esterlesme reaksiyonunda kullanmiglardir. Immobilize lipaz enzimi
n-hekzan ve serbest ¢oziicii ortamindaki esterlesme yiizdesini sirasiyla, % 72,9 ve

% 28,9 olarak rapor etmislerdir [64].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Cihaz ve Duzenekler

Bu tez ¢alismasinda; Kirikkale Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeler ve
Koordinasyon Birimi (BAP)’ tan 2012/6 nolu proje kapsaminda asagidaki asagidaki
cihazlar hizmet alim1 gergeklestirilerek kullanilmistir.

Infrared spektrumlari, Merkezi Arastirma Laboratuvarindan hizmet alimu ile,
Bruker marka, vartex 70 V model FTIR spektrofotometresi ile elde edilmistir.

Taramali elektron mikroskop (SEM) goriintiileri, Merkezi Arastirma
laboratuvarindan hizmet alimi ile JOEL JSM 5600 model elektron mikroskobu ile
elde edilmistir.

Numunelerin elementel analizi, Merkezi Arastirma Laboratuvarindan hizmet
alimi ile LECO CHNS 932 marka ve model cihaz ile yapilmistir.

Numunelere ait DSC egrileri, Merkezi Arastirma Laboratuvarindan hizmet
alimi ile TA Q 2000 model diferansiyel tarama kalorimetresi ile elde edilmistir.

Numunelere ait TGA egrileri, Merkezi Arastirma Laboratuvarindan hizmet
alimi ile TA Q500 model termo gravimetrik analiz cihazi ile elde edilmistir.

Deneysel ¢alismalarda, hizmet alimi disinda kullanilan cihaz ve diizenekler
asagida verilmistir.

Cozeltilerin  renk yogunlugu, TU-1810 DASPV model UV-Visible
spektrofotometre kullanilarak belirlenmistir.

Cozeltilerin pH degerlerini 6lgmek i¢in Hanna marka 221 model dijital pH

metre kullanilmistir.
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Deneylerde; Stuart SBS40 marka ¢alkalayicili su banyosu, Niive marka ve EN
500 model etiiv, Pioneer-Ohaus marka analitik terazi, Heidolph marka vorteks

karistirici, polimerizasyon sistemi, sokslet sistemi ve azot gazi kullanilmistir.

3.2. Kimyasal Maddeler

PET: PET lifler SASA (Sun’i ve Sentetik Elyaf A.S)’dan temin edilmistir. PET Lif
numuneleri, sokslet cihazinda aseton ile 8 saat siire ile yikanip kurutularak

kullanilmastir.

Monomer: Aldrich firmasina ait Glisidil metakrilat ve metakrilamit, as1
kopolimerlesmede monomer olarak kullanilmigtir. Monomerler, temin edildigi

sekilde kullanilmistir.

Glisidil metakrilat (GMA): GMA’nin kimyasal yapis1 asagidaki sekildedir. Fiziksel

ozellikleri ise Cizelge 3.1°de verilmistir.

H,C = ¢ ——COOCH, CH,

HC
N =
O

Hs;C

Cizelge 3.1. GMA’nn fiziksel ozellikleri

Formiili C7H1003
MA (g/mol) 142,15
KN. (°O) 190-195

d (g/mL) 1,0728
Sudaki ¢oziinebilirligi (Cozlinmez
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Metakrilamit (MAAmM): MAAm’in kimyasal yapis1 asagidaki sekildedir. Fiziksel

Ozellikleri ise Cizelge 3.2.’de verilmistir.

O

CH,=—C C NH, (3.2

CHs

Cizelge 3.2. MAAm’in fiziksel 6zellikleri

Formilia C4H7ON
MA (g/mol) 85,1
EN.(°O) 106-110
Sudaki ¢6ziinebilirligi (25 ° C'de) |202 g/L
KN.(°O) 215

Baslatici: Bu calismada baslatict olarak kullanilan benzoil peroksit (BPO) Merck
firmasindan temin edilmistir. Metanol ve kloroform karisiminda kristallendirilerek

kurutu olduktan sonra kullanilmistir.

Diger kimyasal maddeler: Analitik saflikta olan metanol, kloroform, etanol, asetik
asit, sodyum asetat, glisin, sitrik asit, Kongo kirmizisi, metilen mavisi, fosforik asit,
sodyum hidroksit, hidroklorik asit, borik asit, glutaraldehit, izooktan, fenol, bakir (II)
stilfat, piridin, oleik asit Sigma-Aldrich firmasindan, sodyum dihidrojen fosfat,
aseton, hidrojen peroksit Panreac firmasindan, sitrik asit, sodyum karbonat Daejung
firmasindan, etilen diamin, sodyum hipoklorit Merck firmasindan temin edildikleri
sekilde kullanilmislardir. Horseradish kaynakli HRP (EC 1.11.1.7) ve pirogallol
Sigma firmasindan temin edilmistir. Lakkaz, Trametes Versicolor kaynakli olup, 4-

hidroksi-3,5-dimetoksibenzaldehit azin (siringaldazin) ile birlikte Sigma- Aldrich
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firmasindan temin edilmistir. Lipaz, Candida Rugosa kaynakli olup, Sigma

firmasindan satin alinmistir.

3.3. As1 Kopolimerizasyon Yontemi

PET lifler iizerine, GMA/MAAmM monomer karisimi asagida 6zetlendigi
sekilde asilanmistir. PET lifler 100 mL’lik polimerizasyon tiipline alindiktan sonra,
izerine uygun miktarlarda monomer karisimi (GMA/MAAm) ilave edilmistir. Daha
sonra karisim iizerine 2 mL asetonda ¢oziinmiis BPO ilave edilip, su ile 20 mL’ye
tamamlanarak sicakligi kontrol edilebilen bir su banyosuna daldirilmistir. Belirli bir
siire sonunda, polimerizasyon ortamindan alinan lif 6rnekleri 6nce 8 saat sokslet’de
aseton ile daha sonrada 6 saat 50-60 °C’deki suda yikanmistir. Asilanmig PET lifler
50 °C’de kurutulduktan sonra asilama yiizdesi hesaplanmistir. Asilama yiizdesi
(%A), orijinal ve asilanmig lif kiitlelerinden asagidaki esitlik yardimiyla gravimetrik

olarak hesaplanmustir [65].

m

mg -
%A= QTOO X 100 3.3)

Mg: astlanmus lifin kuru kiitlesi

Mo: orijinal lifin kuru kiitlesi
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3.4. GMA/MAAm Asilanmis PET Liflerde Metakrilamit Miktarinin Tayini

Monomer karisimi asilanmis PET liflerde, yapiya dahil olan metakrilamit
miktari, elementel analiz yontemiyle bulunan azot miktarindan, asagidaki esitlik

yardimiyla hesaplanmistir [41].

% MAAM = % N (—2—

Mo 12 )XM (3.4)

M: metakrilamidin molekiil kiitlesi (85,10 g/mol)
Mg: asilanmus lifin kiitlesi
Mo: astlanmamus lifin kiitlesi
PET life asilanan GMA as1 miktar1 ise toplam asilama miktarindan, MAAm

as1 miktarmin ¢ikarilmasi ile elde edilmistir.

3.5. Asilanmus PET Liflerin Su Tutma Kapasitelerinin Tayini

Farkli as1 ylizdelerine sahip PET lifler, deiyonize su igerisinde oda
sicakliginda 48 saat bekletilmistir. Su icerisinden alinan lifler, filtre kdgid1 arasinda
kurulanip tartilmistir. Liflerin su tutma kapasiteleri % olarak asagidaki formiil

yardimiyla hesaplanmustir [40].

. m., -m 3.5
% Su tutma kapasitesi= ———%X— X100 (.9
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Bu esitlikte;
ms: Suda bekletilmis PET lifin kiitlesi (g),

mg: Kuru PET lifin kiitlesi (g).

3.6. PET Liflerin Boyanmasi ile Ilgili Deneyler

Asilanmamis ve farkl yiizdelerdeki GMA/MAAm asilanmis PET lifler,
50 mg/L derisimindeki Kongo kirmizisi boya ile literatiirde belirtilen sartlarda
[36, 40], 150 dak siireyle karistirilmistir. Farkli ¢ozeltilerdeki boya miktar1 daha
onceden hazirlanmis c¢alisma egrisi yardimiyla spektrofotometrik olarak
belirlenmistir.  Olg¢iimler TU-1810 DASPV model bir spektrofotometre ile 497
nm’de yapilmistir.

Asilanmamis ve farkl yiizdelerdeki GMA/MAAm asilanmis PET lifler, 50
mg/L derisimindeki metilen mavisi ile optimum sartlarda [40], 150 dak siireyle
karistirllmistir. Farkli ¢ozeltilerdeki boya miktar1 daha dnceden hazirlanmis ¢alisma
egrisi yardimiyla spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Olgiimler TU-1810

DASPYV bir spektrofotometre ile 665 nm’de yapilmistir.

3.7. Lif Caplariin Olciilmesi ve SEM Fotograflari

Asillanmamis ve asilanmis PET liflerin ¢ap oOl¢timleri ve SEM fotograflari

JOEL Model JSM 5600 elektron mikroskobu ile gergeklestirilmistir. Olciimler, lif
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orneklerinin 2-3 ayr1 bolgesinden alinarak, ortalamalar1 ¢ap degeri olarak kabul

edilmistir.

3.8. Asilanmus PET Liflerin Tg Degerlerinin Bulunmasi

Termal analizler TA Q 2000 model diferansiyel taramali kalorimetre (DSC)

cihaz1 ile yapilmistir. Ornekler 10°C/dak. 1sitma hizinda 90 °C ye kadar 1sitilmistir.

Bu sicaklikta 10 dak izotermal olarak bekletilip 0 °C’ye kadar sogutulmustur. Daha

sonra 10 °C/dak 1sitma hiz1 ile tekrar 400 °C’ye kadar 1sitilarak DSC termogramlari

aliip, Tg degerleri bulunmustur.

3.9. Termogravimetrik Analiz (TGA)

TGA, 25-900 °C araliginda TA Q500 model TGA cihaz kullanilarak akis

hizi 200 ml/dak olan He atmosferinde yapilmistir. Ornekler oda sicakligindan

baslayarak 10 °C/dak’lik bir 1sitma hizi ile 1sitilmustir.

3.10. PET Liflerin FTIR Analizi

GMA/MAAmM monomer karisimi asillanmigs PET lif Orneklerinin FTIR

spektrumlar1 Bruker marka, vartex 70 V model spektrofotometresi ile alinmistir.
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3.11. Enzim Cahsmalari

3.11.1. Enzim Destek Materyalinin Hazirlanmasi

GMA/MAAm asilanmis PET lif, bu calismada enzim destek materyali
olarak kullanilmistir. Enzimin destek materyaline baglanmasinda, kovalent baglanma
yontemi kullanilmistir. Bu amagcla agilanmis PET lif {izerine enzim immobilizasyonu
asagidaki adimlar ile gergeklestirilmistir.

1. Immobilizasyonun GMA iizerinden gergeklestirilmesi, literatiirde
tanimlandig1 gibi ylriitiilmiistiir. Bunun i¢in monomer karisimi agilanmis
PET Ilif, etilendiamin (EDA) igerisinde belirli bir siire karigtirilarak
modifiye edilmis ve lifler {izerinde amin gruplari olusturulmustur [56]. Bu
gruplar glutaraldehit ile aktive edilerek enzim immobilize edilmistir.

2. Monomer karigimi asilanmigs PET lif {izerindeki amit gruplarinin amin
gruplarima doniistimiinii  gerceklestirmek i¢in, Hofmann doniisiim
reaksiyonu kullanilmistir [48]. Amin gruplari glutaraldehit ile aktive

edilerek enzim immobilize edilmistir.

Hofmann doniisiim reaksiyonu i¢in; 0,03 g kiitleli GMA/MAAmM -g-PET Iif
ornekleri, belirli derisimlerde, NaOH (10 ml) ve NaOCI (10 ml) ¢ozeltileri igerisine
alinarak, oda sicakliginda 150 rpm hizda karistirilmigtir. Ortamdan alinan PET lif
ornekleri, tampon ¢ozelti ve saf suda bir ka¢ kez yikandiktan sonra kullanilmistir.
Hofmann doniisiim reaksiyonuna NaOH, NaOCI derisimi ve karistirma siiresinin
etkisi aragtirillmistir. Ayrica modifiye edilmis PET liflere glutaraldehitin baglanma

sliresi ve enzim immobilizasyon siiresi de optimize edilmistir.
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3. Monomer karisimi asilanmis PET lifler, 6nce birinci adim daha sonra
ikinci adim kullanilarak modifiye edilmistir. Her iki adim sonucu PET
lifler iizerinde olusan amin gruplari, glutaraldehit ile aktive edilerek
enzim immobilize edilmistir.

Immobilizasyon sonucunda enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi adim ile

calismaya devam edilmistir.

3.11.2. Modifiye PET Liflerin FTIR Analizi

Asilanmamis, GMA/ MAAm monomer karisimi asilanmis, EDA - Hofmann
reaksiyonu ile modifiye edilmis ve glutaraldehit ile aktive edilmis PET lif
orneklerinin FTIR spektrumlari Bruker marka, vartex 70 V model spektrofotometresi

ile alinmastir.

3.11.3. Enzim immobilizasyonu

Once EDA ile daha sonra Hofmann déniisiim reaksiyonu ile modifiye
edilmis PET lif 6rnekleri, %4 (m/v) derisimli 5 mL hacimli glutaraldehit ¢6zeltisi ile
belirli bir siire 150 rpm hizda karistirilarak aktive edilmistir. Aktivasyon isleminden
sonra PET Ilif 6rnekleri 6nce tampon ¢ozelti (pH=7) ile daha sonra deiyonize su ile
birka¢ kez yikanmistir. Glutaraldehit ile aktive edilmis PET lifler, icerisinde belirli
derisim ve hacimlerde enzim ¢ozeltisinin bulundugu vialler igerisinde belirli bir siire

ve hizda karstirilarak, enzimin liflere immobilize olmasi saglanmistir. Enzim
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immobilize edilmis PET lifler, aktivite deneylerinde kullanilmadan 6nce tampon

¢ozelti (pH=7) ve deiyonize suda yikanmistir.

3.11.4. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.11.4.1. HRP Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi

Pirogallol ve hidrojen peroksit, HRP enziminin  aktivitesinin
belirlenmesinde substrat olarak, kullanilmistir. Belirli derisimdeki 2 ml pirogallol
cozeltisi lizerine 1,5 mL tampon c¢ozelti ve 0,5 mL hidrojen peroksit ¢ozeltisi
(10 mmol/L) eklenmistir. Serbest HRP aktivitesi, aktivite ortamima enzim
(0.02 mg/ml, 0.03ml) ilavesinden 1 dakika sonra, immobilize HRP aktivitesi ise
aktivite ortamima enzim immobilize edilmis lif dahil edildikten 4 dakika sonra,
ortamdan Ornek alinarak belirlenmistir. Aktivite deneyleri, ayni sartlarda serbest ve
immobilize HRP enzimlerinin bulunmadigi ortamda tekrarlanarak, elde edilen
absorbans degerleri referans degerler olarak kabul edilmistir. Purpurogallin’in
0,125-1 pmol/mL derisim araliinda bir seri ¢ozeltisi hazirlanarak, HRP
aktivitesinin belirlenmesinde kalibrasyon grafigi olarak kullanmilmistir. HRP
enziminin aktivitesi, ortamda {irliin olarak olusan purpurogallin ¢ozeltisinin renk
yogunlugunun 420 nm dalga boyunda bir UV-visible spektrofotometre ile
Olctilmesiyle belirlenmistir.

1 Unite (HRP aktivitesi), dakikada mL’de 1umol iiriin (purpurogallin) agiga
¢ikaran HRP miktar1 olarak tanimlanmistir. Serbest ve immobilize HRP enziminin

% bagil aktivitesi, her ¢alisma i¢in asagidaki formiile goére hesaplanmuistir.

34



Bagl aktivite (%)= — KV 169 3.6)
M aksimum aktivite

3.11.4.2. Lakkaz Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi

Siringaldazin, lakkaz enziminin aktivitesinin belirlenmesinde substrat olarak
kullanilmigtir. Aktivite ortaminda 3 mL tampon ¢ozelti lizerine 1 mL siringaldazin
¢ozeltisi (0,3 mM) eklenmistir. Serbest lakkaz aktivitesi, aktivite ortamina
(0,03 ml, 0,2 mg/ml) lakkaz ilavesinden 10 dakika sonra, immobilize lakkaz
aktivitesi ise aktivite ortamina enzim immobilize edilmis lif dahil edildikten 20
dakika sonra, ortamdan Ornek alinarak belirlenmistir. Aktivite deneyleri ayni
sartlarda serbest ve immobilize lakkazin bulunmadigi ortamda tekrarlanarak elde
edilen absorbans degerleri referans degerler olarak kabul edilmistir. Enzim aktivitesi,
ortamda olusan pembe renkli {irliniin, derisim degisimi takip edilerek belirlenmistir
[66]. Kalibrasyon grafigi i¢in farkli derisimlerde (0,05-0,6 mM) siringaldazin
cozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan bu derisimlerdeki ¢ozeltilerden 1°er mL
aliarak tizerlerine 3 mL tampon ¢ozelti ve 0,03 mL enzim (0,2 mg/mL) ¢ozeltisi
eklenmistir. Karisim oda sicakliginda 30 dakika calkalandiktan sonra olusan pembe
renkli ¢ozeltilerin renk yogunlugu 525 nm dalga boyunda bir UV- visible
spektrofotometre ile belirlenmistir.

1 Unite (lakkaz aktivitesi); dakikada, mL’de 1 pmol iiriin (kinon) agiga
c¢ikaran lakkaz miktaridir. Serbest ve immobilize lakkaz enziminin % bagil aktivitesi,

her ¢alisma i¢in asagidaki formiile gore hesaplanmastir.
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Bagl aktivite (%)= — KV 169 3.7)
M aksimum aktivite

3.11.4.3. Lipaz Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi

Zeytinyagl, lipaz enziminin aktivitesinin belirlenmesinde substrat olarak
kullanilmistir. Zeytinyag1 izooktan igerisinde ¢oziilerek organik bir faz elde
edilmistir. Lipaz enzimi i¢in aktivite deneyleri, organik faz ile tampon ¢ozeltinin
olusturdugu iki fazli reaksiyon ortaminda yiiriitiilmiistiir. Serbest (1mg/ml, 0,1ml) ve
immobilize lipaz enzimleri, 2 mL zeytinyagi-izooktan ¢ozeltisi ve 2 mL tampon
cozeltiden olusan iki fazli hidroliz ortaminda, sicakligi 35 °C’ye ayarlanmis bir
calkalayicilt su banyosunda 150 rpm hizda ve 30 dak siire ile inkiibe edilmistir.
Hidroliz {irliniinii igeren organik faz deney tiipiine alinmistir. Aktivite deneyleri ayni
sartlarda serbest ve immobilize lipazin bulunmadigi ortamda tekrarlanarak elde
edilen absorbans degerleri referans degerler olarak kabul edilmistir. Lipaz enziminin
aktivitesi, zeytinyagini hidroliz etmesi sonucu olusan serbest yag asidinin derisim
degisimi takip edilerek belirlenmistir. Hidroliz sonucu agiga ¢ikan serbest yag
asidinin derisimi, yag asitlerinin Cu(Il) iyonlari ile izooktan icerisinde olusturduklari
¢ozeltinin renk yogunluklar1 715 nm dalga boyunda bir UV- visible spektrofotometre
ile belirlenmistir [56, 61].

Derisim araligi 0,5-3 mg/mL olan, bir seri oleik asit- izooktan ¢ozeltisi ile
kalibrasyon grafigi hazirlanmistir. Serideki her bir ¢ozeltinin 2 mL’si, igerisinde
0,5 mL bakir- piridin reaktifinin bulundugu deney tiiplerine aktarilmistir. Tiipler bir

vorteks karigtirict ile bir dakika boyunca siddetli karistirildiktan sonra izooktan ve su
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fazinin ayrilmasi i¢in dinlendirilmistir. Tiiplerdeki organik fazin renk yogunlugu, bir
UV-visible spektrofotometre ile belirlenmistir.

Calismada kullanilan bakir-piridin reaktifini hazirlamak i¢in 5 g Bakir(II)
asetat deiyonize suda ¢oziilerek bir gece dinlenmeye birakilmistir. Siiziilerek ayrilan
¢Ozeltinin pH’s1, piridin ile pH= 6’ya ayarlanarak hacmi deiyonize su ile 100 mL’ye
tamamlanmustir.

1 Unite (Lipaz enzim aktivitesi); dakikada, mL’de 1 pmol serbest yag asidi
aciga c¢ikaran lipaz miktar1 olarak tanimlanmustir. Serbest ve immobilize lipaz

enzimin % bagil aktivitesi, her ¢alisma i¢in asagidaki formiile gore hesaplanmastir.

Bagil aktivite (%)= — KV 169 3.8)
M aksimum aktivite

3.11.5. immobilizasyon Sartlarimin Optimizasyonu

HRP, lakkaz ve lipaz enzimlerinin immobilizasyonuna, ¢6zelti pH’ sinin ve
PET lifin asilanma yiizdesinin etkisi arastirilmistir.

HRP enzimi i¢in pH= 3-8, lakkaz i¢in pH= 4-8 ve lipaz i¢in pH= 3-8
araliklarinda  ayarlanmig enzim  ¢ozeltileri ile  immobilizasyon islemi
gerceklestirilerek, sz konusu enzimlerin immobilizasyonuna ¢6zelti pH’sinin etkisi
arastirilmistir. Lifler tampon ve deiyonize suda yikandiktan sonra enzim aktivitesi
belirlenmistir. Enzimlerin maksimum aktivite gosterdikleri pH degerleri, her bir

enzimin immobilizasyonu igin en uygun pH degeri olarak kabul edilmistir.
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Farkli asilanma yilizdelerine sahip PET lifler kullanilarak, asilanma
yiizdesinin enzim immobilizasyonuna etkisi arastirilmistir. Maksimum aktivitenin
elde edildigi asilanma yiizdesi, immobilizasyon i¢in en uygun asilanma yiizdesi

olarak kabul edilmistir.

3.11.6. Enzim Aktivite Sartlarinin Optimizasyonu

3.11.6.1. Enzim Aktivitesine pH’nmin EtKkisi

Serbest ve immobilize HRP enzimlerinin aktivitelerine pH’nin etkisi, farkli
pH'larda (pH= 3-9) 0,05 M tampon c¢ozeltiler i¢inde hazirlanmig 10 mmol / L
derisimindeki pirogallol ¢ozeltileri ile 150 rpm hizda ve oda sicakliginda sirasiyla
1 ve 4 dak inkiibe edilerek belirlenmistir.

Serbest ve immobilize lakkaz enzimlerinin aktivitelerine pH’nin etkisi,
farkli pH'larda (pH= 4,5-7) 0,05 M tampon c¢ozeltiler i¢inde hazirlanmig
0,3 mmol / L derisimindeki siringaldazin cozeltileri ile 150 rpm hizda ve oda
sicakliginda sirastyla 10 ve 20 dak inkiibe edilerek belirlenmistir.

Serbest ve immobilize lipaz enzimlerinin aktivitelerine pH’nin etkisi, farkli
pH’larda (pH= 4-9) 0,05 M tampon c¢ozeltiler ile izooktanda ¢oziilmiis zeytinyagi
coOzeltilerinden olusan iki fazli sistem hazirlanmistir. Serbest ve immobilize lipaz’in
aktiviteleri, iki fazli sistem ile 150 rpm hizda, 35 °C’de ve 30 dak inkiibe edilerek

belirlenmistir.
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3.11.6.2. Enzim Aktivitesine Sicakhigin Etkisi

Serbest ve immobilize HRP enzimlerinin aktivitelerine sicakligin etkisi,
daha once belirlenmis olan optimum pH’da, 10 mmol / L derisime sahip olan
pirogallol ¢ozeltileri ile 150 rpm hizda ve 20- 70 °C sicaklik araliginda sirasiyla
1 ve 4 dak inkiibe edilerek belirlenmistir.

Serbest ve immobilize lakkaz enzimlerinin aktivitelerine sicakligin etkisi,
daha oOnce belirlenmis olan optimum pH’da, 0,3 mmol / L derisime sahip olan
siringaldazin ¢ozeltileri ile 150 rpm hizda ve 20- 70 °C sicaklik aralifinda sirasiyla
10 ve 20 dak inkiibe edilerek belirlenmistir.

Serbest ve immobilize lipaz enzimlerinin aktivitelerine sicakligin etkisini
arastirmak i¢in, daha Once belirlenmis olan optimum pH’da, 455 mg/mL olan
izooktan igerisinde ¢oziilmiis zeytinyag1 ¢ozeltisi ve tampon ¢dzeltiden olusan iki
fazli sistem hazirlanmistir. Serbest ve immobilize lipaz’in aktivitelerine sicakligin
etkisi, iki fazli sistem ile 150 rpm hizda 20—70 °C sicaklik araliginda 30 dak inkiibe

edilerek belirlenmistir.

3.11.6.3. Enzim Aktivitesine Substrat Derisiminin Etkisi

Serbest ve immobilize HRP enzimlerinin aktivitelerine substrat derisiminin

etkisi, daha once belirlenmis olan optimum pH’da, derigimi 0,5-30 mmol / L olan bir

seri pirogallol ¢ozeltileri ile 150 rpm hizda ve oda sicakliginda sirasiyla 1 ve 4 dak

inkiibe edilerek belirlenmistir.

39



Serbest ve immobilize lakkaz enzimlerinin aktivitelerine substrat
derisiminin etkisi, daha once belirlenmis olan optimum pH’da, derisimi 0,025-0,6
mmol / L derisime sahip olan bir seri siringaldazin ¢ozeltileri ile 150 rpm hizda ve
oda sicakliginda sirasiyla 10 ve 20 dak inkiibe edilerek belirlenmistir.

Serbest ve immobilize lipaz enzimlerinin aktivitelerine substrat derisiminin
etkisini arastirmak igin, derisimi 45,5—- 910 mg/mL olan izooktan igerisinde
¢Ozililmiis zeytinyag1 c¢ozeltisi ve tampon ¢ozeltiden olusan iki fazli sistem
hazirlanmigtir. Serbest ve immobilize lipaz’in aktiviteleri iki fazli sistem ile 150 rpm
hizda 35 °C’de 30 dak inkiibe edilerek belirlenmistir.

Serbest ve immobilize HRP, lakkaz, lipaz enzimlerinin aktiviteleri optimum
sartlarda farkli substrat derisimlerinde Ol¢iilerek Lineweaver-Burk grafigi yardimryla

Km Ve Vmax degerleri belirlenmistir.

3.11.6.4. Enzimlerin Termal Kararhhg:

HRP enziminin termal kararliligim1 belirlemek i¢in, serbest ve immobilize
enzimin, tampon ¢ozelti igerisinde 60 °C sicakligindaki su banyosunda 210 dakika
inkiibe edilmistir. Serbest ve immobilize HRP’den belirli zamanlarda Ornekler
alimarak oda sicakligina kadar sogutulup, aktiviteleri derisimi 10 mmol/L olan
pirogallol ¢ozeltisi igerisinde, 150 rpm hizda ve oda sicakliginda inkiibe edilerek
belirlenmistir.

Lakkaz enziminin termal kararliligin1 belirlemek icin, serbest ve immobilize
enzimin, tampon ¢ozelti igerisinde 45 °C sicakligindaki su banyosunda 180 dakika

inkiibe edilmistir. Serbest ve immobilize lakkazin belirli zamanlarda ornekler
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alinarak oda sicakligina kadar sogutulup, aktiviteleri derisimi 0,3 mmol/L olan
siringaldazin ¢ozeltisi igerisinde, 150 rpm hizda ve oda sicakliginda inkiibe edilerek
belirlenmistir.

Lipaz enziminin termal kararliligin1 belirlemek i¢in, serbest ve immobilize
enzim, tampon ¢ozelti igerisinde 50 °C sicakliktaki su banyosunda 180 dakika inkiibe
edilmistir. Serbest ve immobilize lipaz’dan belirli zamanlarda drnekler alinarak oda
sicakligina kadar sogutulup, aktiviteleri derisimi 455 mg/mL olan izooktan icerisinde
¢oOziilmiis zeytinyagi ¢ozeltisi ve tampon ¢ozeltiden olusan iki fazli sistem ile 150

rpm hizda, 35 °C sicaklikta ve 30 dakika inkiibe edilerek belirlenmistir.

3.11.6.5. Enzimlerin Depolanma Kararhhg:

Serbest ve immobilize HRP, lakkaz ve lipaz enzimlerinin baslangi¢
aktiviteleri belirlendikten sonra, 4 °C’de belirlenen tampon ¢ozeltiler igerisinde 60
giin siire ile depolanmistir. Serbest ve immobilize enzimlerinin aktiviteleri, belirli

zaman araliklarinda 6rnekler alinarak belirlenmistir.

3.11.6.6. Immobilize Enzimin Tekrar Kullanim Kararlihg

Tekrar kullanim kararliligini belirlemek i¢in immobilize HRP enzimi,

derisimi 10 mmol/L olan pirogallol ¢ozeltisi igerisinde, 150 rpm hizda ve oda

sicakliginda inkiibe edilmistir. Her aktivite belirlenmesinden sonra immobilize PET
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lif, tampon ¢6zelti ve deiyonize su ile yikanmistir. Aktivite belirleme caligmast 15
defa tekrar edilmistir.

Tekrar kullanim kararliligini belirlemek i¢in immobilize lakkaz enzimi,
derisimi 0,3 mmol/L olan siringaldazin ¢ozeltisi igerisinde, 150 rpm hizda ve oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Her aktivite belirlenmesinden sonra immobilize PET
lif, tampon ¢6zelti ve deiyonize su ile yikanmistir. Aktivite belirleme caligmasi 10
defa tekrar edilmistir.

Tekrar kullanim kararliligin1 belirlemek i¢in immobilize lipaz enzimi,
derisimi 455 mg/mL olan izooktan igerisinde c¢oziilmiis zeytinyagi ¢ozeltisi ve
tampon ¢ozeltiden olusan iki fazli sistem ile 150 rpm hizda, 35 °C sicaklikta ve 30
dak inkiibe edilmistir. Her aktivite belirlenmesinden sonra immobilize PET lif,
tampon ¢ozelti ve deiyonize su ile yikanmistir. Aktivite belirleme ¢aligmast 10 defa

tekrar edilmistir.

3.11.7. Enzim Uygulamalari

3.11.7.1. HRP ve Lakkaz’in Fenol Degradasyonunda Kullanim

Fenol degradasyonunda % 117 GMA/MAAm (30/70 mol) asilanmis PET
lifler kullanilmistir. Monomer karigimi asilanmig PET lifler, boliim 3.3°de anlatildig:
sekilde hazirlanmistir.

Monomer karisimi asilanmis PET lifler, once EDA ile daha sonrada
Hofmann doniisiim reaksiyonu ile modifiye edilmistir (3.12.1). Daha sonra modifiye

PET lifler glutaraldehit ile aktive edilerek enzim immobilize edilmistir (3.12.2).
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HRP ve lakkaz immobilize edilmis PET liflerin fenol degradasyonunda
kullanilmasi ¢alismasinda Hou ve arkadaslarinin [67] 6nerdigi yontem kullanilmustir.

HRP ve lakkaz enzimlerinin fenol degradasyonunda kullanilmasi serbest ve
immobilize enzim ic¢in aym1 anda gerceklestirilmistir. HRP i¢in aktivite ortamu;
0,5 ml fenol (200 mM), 0,5 ml H,O, (400 mM), 0,5 ml 4-amino antipirin ve 2,5 ml
tampon ¢ozelti ( pH=7, fosfat) olarak belirlenmistir. Lakkaz icin aktivite ortamu ise;
0,5 ml fenol (200 mM) ¢ozeltisine 0,5 ml 4-amino antipirin ve 3 ml tampon ¢ozelti
( pH=7, fosfat) olarak belirlenmistir. Serbest ve immobilize enzim eklendikten sonra,
belirli zamanlarda ortamdan 6rnekler alinarak, enzimlerin fenol degradasyonundaki
aktiviteleri 510 nm’de spektrofotometre ile belirlenmistir. Aktivite deneyleri ayni
sartlarda serbest ve immobilize enzimlerin bulunmadig1 ortamda tekrar edilerek elde
edilen absorbans degerleri referans degerler olarak kabul edilmistir. HRP ve lakkaz
enzimlerinin ¢bzelti ortamindaki aktivitesi, lirlin olarak ortamda olusan kirmizi renkli

kinon iminin derisim degisimi takip edilerek belirlenmistir.

3.11.7.2. Lipaz Enziminin Yag Hidrolizinde Kullanim

Serbest ve immobilize lipaz enzimleri, bu ¢alismada farkli yag tiirlerinin
hirolizinde kullanilmistir. Hidroliz deneylerinde, % 117 GMA/MAAm (30/70 mol,
%) asilanmis PET lifler kullanilmistir. Monomer karisimi asilanmig PET lifler,
boliim 3.3’de anlatildig: sekilde hazirlandi.

Monomer karisimi asilanmis PET lifler, daha once anlatildigi gibi, 6nce

EDA ile daha sonrada Hofmann doniisiim reaksiyonu ile modifiye edilmistir (3.12.1).
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Daha sonra glutaraldehit ile aktive edilmis modifiye PET liflere bolim 3.12.2°de
anlatildig1 gibi enzim immobilize edilmistir.

Zeytinyagi, ayc¢icek yagi, misir yagi, kanola yagi, soya yagi ve findik yagi
hidroliz deneylerinde kullanilan yag tiirleridir. Kullanilan her bir yag tiirii izooktan
igerisinde ¢oziilerek organik bir faz elde edilmistir. Aktivite deneyleri organik faz ile
tampon ¢ozeltinin olusturdugu iki fazli reaksiyon ortaminda ylriitiilmiistiir. Serbest
ve immobilize lipaz enzimleri 2 mL yag-izooktan ¢dzeltisi ve 2 mL tampon
¢Ozeltiden olusan iki fazli hidroliz ortaminda, sicakligi 35 °C’ye ayarlanmis bir
calkalayicilt su banyosunda 150 rpm hizda ve 30 dakika siire ile inkiibe edilmistir.
Daha sonra hidroliz iirlinlinli igeren organik faz deney tiipline alinmistir. Aktivite
deneyleri ayni sartlarda serbest ve immobilize lipazin bulunmadig1 ortamda tekrar
edilerek elde edilen absorbans degerleri referans degerler olarak kabul edilmistir.
Enzim aktivitesi, lipaz enziminin farkli yag tiirlerini hidroliz etmesi sonucu olusan
serbest yag asidinin derisim degisimi takip edilerek belirlenmistir. Ag¢iga cikan
serbest yag asidinin derigimi, yag asitlerinin Cu(Il) iyonlar1 ile izooktan igerisinde
olusturduklart renkli ¢ozeltinin optik yogunluklari 715 nm dalga boyunda,

spektrofotometre ile olgiilerek belirlenmistir [56, 61].
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Asilama Mekanizmasi

Ana polimere (PET) radikal etkisi ile as1 kopolimer eldesi zincir transfer
tepkimelerinden yararlanilarak gerceklestirilebilir. Serbest radikal, PET iizerinden bir
atom (hidrojen) kopararak monomerlerin asilanabilmesi i¢in aktif merkezler
olusturur. lgili mekanizma asagida gosterilmistir. Ayrica GMA/MAAmM monomer
karisimi asilanmig PET life ait muhtemel model Sekil 4.1° de gosterilmistir.

BPO’nun termal olarak parcalanmasi ile asagidaki radikaller olusabilir.

CeHsCOOOOCHsCs — 2CsHsCOO 4.1)

CeHsCOO" — CeHs + CO, (4.2)

CeHsCOO' ve CgHs  radikalleri polimerizasyon ortaminda PET iizerinde aktif

merkezler olusturur [68].

e} 0]
I
R+ PET— PET _Ol';_ O —CH—CH,—Ve —@c— O —CH,~CH,—  (4.3)
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Sekil 4.1. GMA / MAAm momomer karisimi asilanmis PET lif modeli

4.2. As1 Yiizdesi Uzerine Monomer Karisim Oranimin Etkisi

GMA, MAAm ve GMA/MAAm karisiminin, BPO baslaticis1 kullanilarak
PET life asilanmasia iliskin sonuclar Cizelge 4.1’de gosterilmistir. Monomer
karisim oranlarinin, as1 yiizdesi lizerine etkisinin arastirildigi bu ¢alismada toplam
monomer karisim derisimi 0,3 M’da sabit tutulup, GMA ve MAAm monomerleri
farkli miktarlarda alinarak as1 ylizdeleri belirlenmistir.

GMA’nin PET liflere tek basina asilanmasinda, as1 yilizdesi GMA
derisimine bagl olarak artmakta ve 0,3 M derisiminde % 141,63 degerine ulastig
Cizelge 4.1’de goriilmektedir. Benzer sekilde MAAm’in liflere tek basina
asilanmasinda da as1 yiizdesi, MAAm derigimine bagli olarak artmaktadir (% 16,99).

Karisimlardaki her bir as1 yiizdesi, GMA ve MAAm’in tek basina as1 yiizdelerinden
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daha yiiksektir. PET liflere, GMA ile MAAm monomer karisimlarinin birlikte
asilanmas1 durumunda, as1 yiizdesinde dnemli bir artis gézlenmistir. Ornegin, GMA
ile MAAm’in PET liflere birlikte asilanmasinda maksimum as1 yiizdesi, 90/10 mol
oraninda % 209,8 olarak hesaplanmistir. Ayni1 karisim oranlarinda GMA, MAAm’in
tek baslarina asilanmalarinda ise as1 ylizdeleri sirasiyla % 123,42 ve % 3,99’dur.
Benzer sonuglar, maleik asit / metakrilamit [31] akrilamit / HEMA [37], krotonik
asit / metakrilamit [39], 4-VP / HEMA [40], ve itakonik asit / metakrilamit [41]
monomer karigimlarinin PET lif lizerine asilanmasinda da bildirilmistir.

PET life asilanmis polimer zincirleri, GMA ile MAAm monomerlerine ait
fonksiyonel gruplar1 icermektedir. PET life agsilanan MAAm’in as1 ylizdesi elemental
analiz yontemi kullanilarak azot analizi ile belirlenmistir. PET life asilanmis
GMA’nin as1 yiizdesi, toplam as1 yiizdesinden MAAm’in as1 yiizdesi c¢ikartilarak
hesaplanmistir. Cizelge 4.1°de ayrica element analiz sonucuna gore, asilanmis

zincirdeki monomer as1 yiizdeleri de verilmistir.

Cizelge 4.1 GMA, MAAmM ve GMA/MAAm karigimi asilanmig PET zincirdeki
monomer as1 yiizdeleri

Ast ylizdesi, % (elenisrit}i;lza(ifzsilr;:bgére)
GMA/MAAmM
karisimi, (% mol) Tek Tek
GMA | MAAm |GMAMAAm| N | GMA | MAAm

0 /100 0 16,99
10/90 9,09 13,92 26,2 0,64| 21,15 5,05
30/70 46,79 11,66 116,88 505| 48,92 67,96
50/50 63,32 9,14 133,17 2,8 | 92,26 40,91
70/ 30 116,59 6,86 196,49 1,46| 170,17 26,32
90/10 123,42 3,99 209,8 0,55| 199,27 10,53
100/0 141,63 0

[GMA/MAAM]=0,3 M; [BPO]= 8,0x10™ M; T= 85 °C; t= 4 saat

47



Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi, GMA’nin varliginda MAAm as1 kopolimer
verimi, tek basma kullanimindaki as1 yiizdelerine gore daha biiylik bir artig
gostermistir. Bu artis sinerjik etki ile agiklanabilir. Tek bagina diisiik as1 ylizdesine
sahip olan monomerlerin as1 yiizdesini arttirmak i¢in, yiiksek as1 yiizdesine sahip
ikinci bir monomerin varliginda as1 kopolimerizasyon islemi yapilarak as1 yiizdesi
arttirilabilir - [41, 69]. Ornegin, 30/70 mol oraninda, GMA/MAAm karisimdaki
MAAm as1 ylizdesi % 11,66 iken, GMA’nin varliginda sinerjik etki ile % 67,96’ya

cikmustir.

4.3. A1 Yiizdesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

GMA/MAAmMm monomer karistmmin PET liflere asilanmasi {izerine
sicakligin etkisi 55-90 °C araliginda incelenmis ve sonuglar Sekil 4.2°de verilmistir.
Sicaklik 85 °C’ye kadar arttirildiginda, as1 ylizdesinin de arttifi goriilmiistiir.
GMA/MAAmMm monomer karigiminin PET liflere asilanmasinda, maksimum as1
yiizdesi 85 °C sicaklikta elde edilmistir. Bu sicaklik degeri, PET’ in camsi gegis
sicakligina (80 °C) yakin bir degerdir. Cams1 gegis sicakligl ve iizerinde, polimer
zincirleri hareket yetenegi kazanmis ve monomer molekiillerinin PET liflere
difiizyonu kolaylastirdig1 i¢in as1 yiizdesinin de arttig1 diisiiniilmektedir. Ayica
sicaklik artis1 ile baslaticinin bozunma hizinin arttig1 ve buna bagl olarak ortamdaki

radikal derisimi de arttig1 igin as1 ylizdesinin arttigi sdylenebilir.
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Sekil 4.2. As1 yilizdesi iizerine sicakligin etkisi ; [GMA / MAAm ]=0,3 M

(30/70 mol); [BPO]=8,0x10® ; t= 240 dak

PET lifler iizerine GMA/MAAm monomer karigiminin agilanmasinda,
sicakligin 85 °C’nin {izerine ¢ikmasi ile as1 yiizdesinde azalma gozlenmistir. Sicaklik
artis1 ile baslatici radikalleri daha cok kendi aralarinda birleserek sonlanma
tepkimelerine girdikleri i¢in as1 yiizdelerinin azaldigir diisiiniilmektedir. Benzer
sonuglar akrilamit/HEMA [37] ve 4-VP/HEMA [40] monomer karigimlarinin PET lif

izerine agilanmasinda da gozlenmistir.

4.4. As1 Yiizdesi Uzerine Polimerizasyon Siiresinin Etkisi

GMA/MAAmM monomer karistminin PET life asilanmasina polimerizasyon

siiresinin etkisi, (5-300 dak) zaman araliginda incelenmis ve Sekil 4.3’te

49



gosterilmistir. Polimerizasyon siiresi arttikca as1 yiizdesi de hizli bir sekilde artmastir.
Maksimum as1 yiizdesi 180 dakikada elde edilmistir (% 126,53). Daha sonraki
siirelerde as1 ylizdesinde bir artis gdézlenmemistir. 180 dak’ya kadar as1 yiizdesindeki
artis, PET lifler iizerinde asilanmis yeni zincirlerin olusumuna baglanabilir. Daha
sonraki siirelerde polimerizasyon ortaminda homopolimer ve kopolimer derisiminin
artmasi ile vizkozitenin artti§1 ve bir difiizyon bariyerinin olusmasina neden oldugu
diisiiniilebilir. Bu nedenlerden dolayr 180 dakikadan sonraki siirelerde, asi

yiizdelerinde bir degisim gozlenmedigi sdylenebilir.
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Sekil 4.3. As1 ylizdesi iizerine siirenin etkisi: [GMA / MAAm |=0,3 M

(30/70 mol); [BPO]=8,0x1073; T= 85 °C

Literatiirde, BPO baslaticis1 ile 2- hidroksipropil metakrilat / akrilik asit

monomer karisiminin  [29], 4,4'-azobis (4-siyanovalerik asit) baslaticist ile
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2- hidroksipropil metakrilat [30], AIBN baslaticisi ile metakrilamit [70] ve BPO
baslaticis1 ile 4-VP [71] monomerlerinin PET lif {izerine asilanmasinda da as1

yiizdesinin belirli bir siireden sonra sabit kaldig1 rapor edilmistir.

4.5. As1 Yiizdesi Uzerine Baslatici Derisiminin Etkisi

GMA/MAAm monomer karistmimin PET life asilanmasinda, BPO
derisiminin as1 ylizdesine etkisi incelenmis ve sonuglar Sekil 4.4’ te gosterilmistir.
Calismada maksimum as1 yiizdesi, 8x10° M baslatic1 derisiminde elde edilmistir
(% 126,6). Bu derisim degerine kadar as1 yiizdesi artmis, ancak sonraki baslatici
derisimlerinde as1 yiizdesinin diistiigii gézlenmistir.

Baglatic1 derisiminin artmasi, serbest radikallerin (C¢HsCOO ve CgHs)
sayisinin artmasina neden olmustur. Serbest radikal sayisinin artmasi hem
homopolimerik, hem de kopolimerik radikal zincirlerini arttirarak, zincir transfer
tepkimelerinin hizin1 arttirmistir. Bunun sonucunda as1 yiizdesi de artmistir.

BPO’nun optimum derisim degeri lizerindeki degerlerde, ortamdaki radikal
derisimi arttig1 i¢in sonlanma tepkimelerinin de arttig1 sdylenebilir. Artan sonlanma
tepkimeleri PET lif {izerinde aktif merkez olusumunu ve zincir biiyiimelerini
engellemistir. Bu durumun as1 ylizdesinin diismesine neden oldugu diistiniilmiistiir.

Sonuglar literatiirle uyum igerisindedir [29, 30, 31].
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Sekil 4.4. As1 yilizdesi tizerine baslatici derisiminin etkisi [GMA / MAAmM ]=0,3 M

(30/70 mol ); t= 180 dak ; T=85 °C

4.6. As1Yiizdesi Uzerine Monomer Karisim Derisiminin Etkisi

PET liflere GMA/MAAmM monomer karigiminin asi yilizdesine, monomer
karisimi  derisimi  0,05-1 M araliginda incelenmis ve sonucglar Sekil 4.5°te
gosterilmistir. Monomer karisim derisiminin 1 M’dan sonraki derisim degerlerinde
PET Ilif, esnekligini kaybederek deforme olmus ve bu yiizden c¢alisilamamistir.
GMA/MAAmM momomer karisim derisiminin artmasi ile as1 yiizdesi artmaktadir. 1 M
monomer karigim derisiminde as1 ylizdesi % 352,11°e ulagmistir. Monomer
derisiminin artmasiyla PET life diflizlenen monomer molekiillerinin sayisinin arttigi
ve polimerizasyon ortaminda aktif homopolimer ve kopolimer zincirlerinin olugmus
masi ile bu aktif zincirlerin, PET liflerden zincir transfer tepkimeleri ile hidrojen

koparmasi, PET lif lizerindeki aktif merkez sayis1 artmig olabilir. PET lif {izerinde
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olusan yeni aktif merkezlerin ve aktif asilanmis yan zincirlerin olugsmasi ile monomer
molekiillerinin PET liflere asilanmasinin kolaylastifi ve buna bagli olarak asi

yiizdesinin arttig1 diistiniilmektedir [33, 72].
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Sekil 4.5. As1 yilizdesi lizerine monomer karigim derisiminin etkisi

[ GMA / MAAM]=30/70 mol; [BPO]= 8 x 10" M; t=180 dak.; T= 85°C

4.7. Asilanma Kinetigi

Asilanma hiz1 (Rg), asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmustir [37].

Mgy -
Ry = —< Mo x 1000
Vxt (4. 4)

V: toplam hacim (mL)
t: agilama siiresi (s)
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PET liflere, GMA/MAAmM monomer karigimmin asilanmasinda, as1
kopolimerizasyon hizinin (Rg), monomer ve baslatici derisimine baglilig1 asagidaki

baginti ile verilmistir [73].

Ry = k [GMA / MAAM]™ X [BPO]" (4.5)

6.9

Bu bagintidaki “m” ve “n” monomer ve baslaticinin bireysel dereceleri deneysel

olarak belirlenmistir.

4.7.1. GMA /MAAm’in Bireysel Derecesi

Asilanma hizinin, GMA / MAAm derisimi ile degisimini gosteren deneysel
sonuclar Cizelge 4.2°de verilmistir. Cizelge 4.2°deki veriler kullanilarak Log Rg’ye
kars1 Log [ GMA / MAAmM] grafige alinmis ve Sekil 4.6 elde edilmistir. Dogrunun
egiminden asilanma hizinin, GMA / MAAm karisimi1 derisimine 1,03’{incli

dereceden bagli oldugu goriilmiistiir.
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Cizelge 4.2. [GMA/MAAm] monomer karigiminin bireysel derecesinin hesaplanmasi

As1 Yiizdesi, Rgx10*,
[GMA/MAAM], M . Log[GMA+MAAM]+2 1 LogRy
% g.L"s
0,025 1,28 0,40 3,08 0,49
0,050 2,94 0,70 7,17 0,86
0,075 3,99 0,88 9,75 0,99
0,150 9,06 1,18 21,42 1,33
0,250 11,26 1,40 29,67 1,47
0,300 18,41 1,48 47,75 1,68

[BPO]= 8x10° mol L™; T=85 °C; t= 10 dak.

2,00
2 4
y = 1,0345x + 0,0953
1,50 - R? = 0,9888
(@)]
x
= 1,00 -
o
|
0,50 -
0,00 . . .
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00

[GMA / MAAM] + 2

Sekil.4.6. Asilanma hizinin monomer karisim derisimi ile degisimi;
[GMA/MAAM]= 0,3 M (30/70 mol); [BPO]= 8x10° M; t=10 dak.;

T=85°C
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4.7.2. Baslaticinin Bireysel Derecesi

Asilanma baslangi¢ hizinin, BPO derisimi ile degisimini gosteren deneysel
sonuglar Cizelge 4.3°te verilmistir. Cizelge 4.3’deki veriler kullanilarak Log Rg ye
kars1 Log [BPO] grafige alinmis ve Sekil 4.7 elde edilmistir. Dogrunun egiminden

astlanma hizinin BPO derisimine 0,51’inci dereceden bagli oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.3. [GMA/MAAm] i¢in baslaticinin bireysel derecesinin hesaplanmast

[BPOPIO°M  Asiyiizdesi,% Log[BPO] Egl 1 LogRg+3
15 7,09 0,18 0,002458 0,39
3 12,77 0,48 0,003642 0,56
5 16,63 0,70 0,00475 0,68
8 20,47 0,90 0,005608 0,75
[GMA/MAAM]= 0.3 mol'L~ (30770 mol); T= 85 °C; &= 10 dak.
0,8
y = 0,5082x + 0,3079
R? = 0,9912
o 06 -
+
o
&
(@)]
(@]
— 04 -
0,2 T T T
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

Log [BPO]
Sekil 4.7. Asilanma hizinin baslatic1 derisimi ile degisimi

[GMA/MAAm]= 0,3 M (30/70 mol); t=10 dak.; T=85 °C
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GMA / MAAm karisimlart i¢in monomer ve baslaticinin bireysel dereceleri

4.2 bagintisinda yerine konularak, asagidaki hiz denklemi elde edilmistir.

Rg = k [GMA/MAAmM]*® x [BPO]%*! (4. 6)

Bu ¢alismada elde edilen sonuglarin, literatiirlerdeki PET liflere ait bazi
kinetik c¢aligmalarla uyum igerisinde oldugu goriilmistir. PET lif {izerine,
4,4'-azobis(4-siyanovalerik asit) baslaticis1 kullanilarak, 2-hidroksipropil metakrilat
monomerinin astlanmasinda asilanma hizinin, monomer ve baglatici derigsimine

strastyla, 1,25 ve 0,90’1nc1 dereceden bagli oldugu bildirilmistir [30].

PET liflere =~ BPO baslaticis1 kullanilarak, akrilamit/HEMA monomer
karigiminin agilanmasinda asilama hizinin, monomer ve baslatict derisimine sirastyla

1,39 ve 0,37’inci dereceden bagli oldugu bildirilmistir [37].

PET liflere BPO baslaticis1 kullanilarak, krotonik asit/metakrilamit
asillanmasinda asilama hizinin, monomer ve bagslatici derisimine sirasiyla 0,89 ve

0,47’nci dereceden bagli oldugu bildirilmistir [39].

PET liflere BPO baslaticisiyla, 4-VP/HEMA asilanmasinda asilanma hizinin
monomer ve baglatict derisimine sirasiyla 1,5 ve 0,3’ncii dereceden bagli oldugu

belirtilmistir [40].

PET liflere AIBN baglaticis1 kullanilarak, N-vinilimidazol asilanmasinda
asilanma hizinin, monomer ve baslatici derisimine sirasiyla 1,4 ve 0,7°nci dereceden

bagli oldugu belirtilmistir [74].
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PET liflere BPO baslaticis1 kullanilarak, akrilik asit / 2-hidroksipropil
metakrilat monomer karisimi asilanmasinda, monomer ve baslatici derisimine

sirasiyla 0,6 ve 0,63’{incii dereceden bagli oldugu belirtilmistir [75].

Literatiirde verilen calismalardan da goriildiigli gibi, asilanma hizinin
monomer ve baslatict derisimlerine bagl oldugu goriilmektedir. Ayrica asilanma
hizinin, PET lif ana zincirine asilanan monomer ve kullanilan baslaticinin tiiriine

gore degistigi goriilmektedir.

4.8. Asilanms PET Liflerin Su Tutma Kapasitelerinin Tayini

Hidrofobik yapidaki PET liflerin su tutma kapasitelerini arttirmak i¢in, PET
liflere  GMA/MAAmM monomer karisimlart asilanarak PET liflerin hidrofilik
ozellikleri gelistirilmistir. GMA/MAAm (30/70 mol) monomer karisimi agilanmis
PET liflerin su tutma yiizdeleri, liflerin kiitle artisindan belirlenerek sonuclar Sekil
4.8de gosterilmigstir. Sekil 4.8’den goriildiigii gibi as1 yiizdesi arttikca, GMA/MAAmM
asitlanmis PET liflerin su tutma kapasiteleri de artmistir. Asilanmamis PET lifler
% 15,15’1lik su tutma yiizdesine sahip iken, % 126,6’lik as1 yiizdesine sahip PET
liflerin su tutma yiizdesi % 60,89 degerine ulagsmistir. PET liflere GMA/MAAmM
monomer karigiminin agilanmasi ile lif yapisina polar 6zellikteki —NH; gibi hidrofilik

gruplarin girmesiyle, su tutma kapasiteleri arttigi diisiiniilmektedir [31, 37, 75].
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Sekil 4.8. GMA/MAAm asilanmis lifler i¢in su adsorpsiyonunun as1 yiizdesi

ile degisimi

4.9. PET Liflerin Boyanabilirligi

Uygun fonksiyonel gruplar igermedigi ic¢in sadece dispers boyalar ile
boyanabilen PET liflere uygun monomerlerin asilanmasiyla, PET liflerin hem asidik
hem de bazik boyalarla boyanabilmesi saglanabilir. Bu calismada PET liflere
GMA/MAAmM monomer karisimi asilanarak, asidik ve bazik boya molekiilleri ile
etkilesebilecek -NH; gruplari sayesinde [76], PET liflerin hem asidik hem de bazik
boyalarla boyanabilmesi saglanmustir.

Sekil 4.9°da belirli as1 ylizdelerine sahip GMA/MAAmMm monomer
karisiminin, asidik ve bazik boyalar ile boyanabilirliklerinin degisimi gosterilmistir.
GMA/MAAm asilanmis PET liflerin, hem asidik (Kongo kirmizisi) hem de bazik bir

boya (metilen mavisi) ile iyl boyanabildigi goriilmistiir. Asilanmis PET liflerin
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boyanabilme kapasitesinin, as1 yiizdesi ile arttigi gorilmiistiir. % 205,33 as1
yilizdesine sahip GMA/MAAm asilanmis PET liflerin boyanabilirligi, asidik ve bazik
boyalar i¢in sirasiyla 12,77 ve 10,25 mg boya / g PET lif olarak bulunmustur. PET
liflerin Ozellikle asidik boya ile daha iyi boyanabilme nedeninin, polimer zinciri
tizerindeki -NH; gruplarmin asidik boya molekiilleri ile etkilesmesinin bir sonucu

oldugu diistintilmektedir [77, 78].
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Sekil 4.9. GMA/MAAm asilanmis PET liflerin boyanabilirliginin as1 ylizdesi

ile degisimi

4.10. Lif Caplarmn Olciilmesi ve SEM Fotograflari

Cizelge 4.4°te, farkli ylizdelerde GMA/MAAmM monomer karisimi asilanmis
PET liflerin ¢ap degerleri verilmistir. Cizelge 4.4’te gorildiigii gibi as1 ylizdesi

arttikga liflerin cap degerleri artmaktadir. Asilanmamis PET liflerin ¢ap1 12,7 um
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iken, % 205,33 as1 ylizdesine sahip GMA/MAAm asilanmis PET liflerin ¢aplarinin
40,7 um’ye yiikseldigi gozlenmistir. Literatiirde, PET liflere farkli monomerlerin
astlanmasi ile lif ¢aplarinin arttig1 belirtilmistir [36, 39, 79].

Sekil 4.10’da asilanmamis ve farkli yiizdelerdeki GMA/MAAmM monomer
karigimi asilanmig PET liflerin SEM fotograflart verilmistir. SEM fotograflarinda
goriildiigii gibi agilanmamis PET lifin yilizeyi (Sekil 4.10 A) diiz ve piiriizsiizdiir.
Farkli as1 yiizdelerine sahip PET liflerin (Sekil 4.10.B,C) ise lif ¢aplarinin arttig1 ve
daha pirizlii bir yiizeye sahip olduklar1 goriilmektedir. SEM fotograflari

GMA/MAAmM monomer karigiminin PET life agilandiginin diger bir kanitidir.

28kl XZ,086 1@mm K IR TKKALE

(A)

(2,808 185m KIRILTK \ B Joku  xz.e80 Toem K IR IKKALE
(B) (©)

Sekil 4.10. A) Asilanmamis PET lif B) % 126,60 (GMA/MAAm) C) % 205,33

( GMA/MAAmMm) asilanmis PET lifler
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4.11. Asillannus PET Liflerin Tg Degerlerinin Bulunmasi

Asillanmamis ve GMA/MAAm asilanmis PET liflerin Ty degerleri Cizelge
4.4’te verilmistir. Ayrica aym1 orneklerin belirli as1 yiizdelerine ait, DSC egrileri
Sekil 4.11’da verilmistir. Cizelge 4.4’ten % 52,25 as1 yiizdesine kadar Ty
degerlerinin arttigi, sonraki as1 yiizdelerinde Tg degerlerinin degismedigi
gorilmektedir. Karbonil, a-metil gruplar1 ve polaritesi yliksek yan gruplarin PET lif

yapisina girmesiyle, asilanmig PET liflerin Ty degerleri artmustir [31, 40, 41].

Cizelge 4.4. GMA/MAAm agilanmis PET liflerin ¢ap ve Tg degerlerinin
as1 yiizdesi ile degisimi

Ast1 yiizdesi. % Cap (um) T4 (°O)

Asilanmamis 12,7 78,34
16,86 13,3 123,86
52,25 15,1 129,63
126,6 28,2 128,16
205,33 40,7 -
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Sekil 4.11 Asilanmamus ve farkli ag1 yiizdelerine sahip PET-g-GMA/MAAm’in

DSC Termogramlari; Saf PET (1), % 16,86 (2), % 52,25 (3), % 126,50 (4)
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4.12. Termogravimetrik Analiz Sonuglari

Sekil 4.12°de asilanmamis PET 1if ile farkli as1 yiizdelerine sahip
GMA/MAAm karisimi asilanmis PET liflerin TGA termogramlar1 goriilmektedir.

Sekil 4.12°den faydalanilarak Cizelge 4.5 olusturulmustur.
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Sekil 4.12. Asilanmamis PET ve belirli as1 ylizdelerine sahip GMA/MAAmM
asilanmig PET liflerin TGA termogramlari; Asilanmamis PET (1);

% 16,86 (2); % 52,25 (3); % 126,60 (4)
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Cizelge 4.5’te gorildiigii gibi farkli asilanma yiizdelerine sahip
GMA/MAAm asilanmis PET liflerin bozunma baslangi¢ sicakliklari, as1 yiizdesi
arttikca diismektedir. Bu sonuclardan, GMA/MAAm asilanmis PET liflerin 1s1l
kararliliginin, asilanmamis PET liflere gore daha diisilk oldugu goriilmektedir.

Sonuglarin literatiirle uyum igerisinde oldugu gozlenmistir [39, 41, 70].

Cizelge 4.5. Farkli a1 yiizdelerine sahip GMA/MAAm asilanmis PET liflerin
termogram verileri

Bozunma .
, o Baslangig BOZLll’ll’Ela Bitig . 0 0
As1 ylizdesi, % Sicakligs (IDT Slcaklolgl (FDT  Kiitle kayb1, %  Artik , %
0 356 474 87,33 12,67
16,86 354 470 90,96 9,04
52,25 306 466 90,86 9,14
126,6 286 459 87,13 12,87

4.13. PET Liflerin FTIR Analizi

Sekil 4.13’te asilanmamis ve GMA/MAAmM monomer karisimi agilanmis PET
liflerin FTIR spektrumlar1 gosterilmistir. Sekil 4.13.A ve sekil 4.13.B’de 1719 cm™
pikler PET lifteki CO (karbonil) pikini gostermektedir. Sekil 4.13.B' de 1655 cm™
de goriilen pik amit grubundaki CO pikini gostermektedir. Yine sekil 4.13.B’de 3340
ve 3199 cm™deki pikler metakrilamit’deki NH, grubunu gostermektedir. Sekil
4.13.B’de 905 cm™''de goriilen pik ise GMA’daki epoksi piklerine aittir [80] . Bu

sonuglar PET lif {izerine her iki monomerin asilandiginin gii¢lii kanitlaridir.
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Sekil 4.13. Asilanmamis (A) ve % 126 GMA/MAAm asilanmis PET liflerin (B)

FTIR spektrumlari

4.14. Enzim Cahsmalari
4.14.1. Enzim Destek Materyalinin Hazirlanmasi

GMA/MAAm asilanmis PET lif bu ¢alismada enzim destek maddesi olarak
kullanilmistir.  Enzimin destek materyaline immobilizasyonu ii¢ adimda

gergeklestirilmistir. Birinci adimda, PET-g-GMA/MAAm lif {izerinde amin gruplari

olusturmak i¢in PET lif, etilendiamin (EDA) icerisinde 30 dk karistirilarak modifiye
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edilmistir. PET Ilif {izerinde amin gruplar1 olusturulduktan sonra, glutaraldehit ile
aktive edilerek enzim immobilize edilmistir.

Ikinci adimda Hofmann déniisiim reaksiyonu ile GMA/MAAm asilanmis
PET lif lizerindeki amit gruplarinin amin gruplaria dontistimiinii gerceklestirilmistir.
Amin gruplarn glutaraldehit ile aktive edilerek enzim immobilize edilmistir. Bu

doniistim asagidaki basamaklarla ilerler [81].

- _ H-
—CONHZO—C|> ——CON—C|—— —N:C:OO—> —NH, (4.7)

NaOH derisimi, NaOCI derisimi ve karistirma siiresinin Hofmann doniisiim
reaksiyonuna etkisi arastirilmistir. Ayica modifiye edilmis PET life glutaraldehitin
baglanma siiresi ve enzimin immobilizasyon siiresi optimize edilmistir. Hofmann
doniligim reaksiyonu i¢in optimum sartlarin belirlenmesinde, HRP enzimi model
olarak belirlenmistir. Enzim aktivitesinin en yiliksek oldugu degerler, Hofmann
doniisiim reaksiyonu i¢in optimum sartlar olarak kabul edilmistir.

Sekil 4.14°te Hofmann reaksiyonuna, NaOCIl derisiminin etkisi verilmistir.
Hofmann doniisiim reaksiyonu i¢in en uygun NaOCI derisiminin 5x10° M oldugu
belirlenmistir. Bu derisim degerinde en yiiksek enzim aktivitesi elde edilmis ve
dolayisiyla ortamda daha fazla purpurogallin elde edilmistir. Daha sonraki derisim

degerlerinde daha diisiik bagil aktivite elde edilmistir.
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Sekil 4.14. NaOCI derisiminin Hofmann doniisiim reaksiyonu iizerine etkisi

Hofmann doniisim reaksiyonu, PET lif {izerindeki amit gruplarinin
klorlanmasi ile baglamaktadir. Sano ve arkadaslar1 [81], diisiik NaOCI1 derisimlerinde
PET Iif iizerindeki amit gruplarinin zor klorlandigini, yiiksek NaOCI derisimlerinde
ise poli(akrilamit)’in ana zinciri ilizerinde rasgele kirilmalar oldugunu rapor
etmislerdir.

Sekil 4.15°de Hofmann reaksiyonuna, NaOH derisiminin etkisi verilmistir.
Hofmann doéniisiim reaksiyonunun son basamaginda OH™ iyonlari, izosiyanat
gruplarinin amin gruplarina hidroliz olmasinda rol almaktadir. Sekilde gorildiigi
gibi 0,3 M NaOH derisiminde en yiiksek enzim aktivitesi elde edilmistir. Bu derisim

degerinden sonraki degerlerde enzim aktivitelerinde azalma gozlenmistir.
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Sekil 4.15. NaOH derisiminin Hofmann doniisiim reaksiyonu tizerine etkisi

Hofmann doniisiim reaksiyonuna, reaksiyon siiresinin etkisi Sekil 4.16’da
gosterilmistir. Sekilde goriildiigi gibi, enzim aktivitesi ilk 30 dakikada artmaktadir.
Bu siireden sonra, liflerin deformasyonundan dolayi, enzim aktivitesinde azalma

gozlenmistir.
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Sekil 4.16. Reaksiyon siiresinin Hofmann doniisiim reaksiyonu iizerine etkisi
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Modifiye edilmis PET liflere glutaraldehit baglanmasinin, zaman ile
degisimi Sekil 4.17°de verilmistir. Sekilde goriildiigii gibi PET liflerin glutaraldehit
ile temas siiresi arttik¢ca enzim aktivitesi de artmaktadir. Glutaraldehitin PET liflere
baglanmasi 6 saatte maksimum seviyeye ulagsmistir. Bu siireden sonra enzimin bagil
aktivitesinde 6nemli bir degisim gdzlenmemistir.

Chang ve Tang, -NH; grubu baglanis Magnetik Fe304/SiO, parcaciklara
HRP enzimini immobilize etmis ve immobilize enzimin aktivitesi iizerine
glutaraldehit konsantrasyonunun etkisini incelemislerdir. Belirli bir glutaraldehit
derisiminden sonra, enzim yapisindaki bozulmadan ve bu bozulma sonucu enzimin
substrata erisiminin kisitlandigr veya azaldigim1 ve bunun sonucunda da enzim

aktivitesinde bir azalmanin oldugunu rapor etmislerdir [82].
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Sekil 4.17. Modifiye PET liflere glutaraldehit baglanmasinin zaman ile degigimi

Glutaraldehit ile aktive edilmis modifiye PET lif {izerine enzim baglanma

stiresinin enzim aktivitesi ile degisimi Sekil 4.18’de verilmistir. Sekilde gortildiigii
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gibi PET liflerin enzim c¢ozeltisi ile temas siiresi arttikca, enzim aktivitesi
artmaktadir. Enzim aktivitesi 4 saatte maksimum seviyeye ulasmistir. Bu silireden
sonra enzim aktivitesinde 6nemli bir degisim gézlenmemistir.

Nwagu ve arkadaglari, poli (glutaraldehit) ile fonkisyonlandirilmis
polimetakrilat kiirelere, amilaz enzimini immobilize etmislerdir. Calismada
immobilizasyon siiresinin enzim aktivitesi {izerine etkisini arastirmislardir.
Immobilizasyon siiresinin ilk 6 saatine kadar enzim aktivitesinde bir artma oldugunu,

daha sonraki siirelerde ise enzim aktivitesinde 6nemli bir artis olmadigini ve

substratin enzime doydugunu rapor etmislerdir [83].
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Sekil 4.18. Modifiye PET liflere enzim immobilizasyon siiresinin enzim aktivitesi

ile degisimi

Ugiincii adimda, GMA/MAAm (30/70 mol) karisimi asilanmis PET lif
tizerinde, hem etilendiamin icerisinde karistirilarak (1. adim), hem de Hofmann

dontiisiim reaksiyonu kullanilarak (2. adim), amin gruplar tiiretilmistir. Bu agamada
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asilanmig PET lifler, 6nce etilen diaminde 30 dk boyunca karistirilmistir. Tampon ve
deiyonize suda yikanan liflere, Hofmann doniisiim reaksiyonu (15 dk) uygulanarak,
PET lif {izerindeki amit gruplarinin amin gruplarina doniistimii saglanmistir. Tekrar
yikanan lifler, % 4’liikk glutaraldehit c¢ozeltisi ile aktive edildikten sonra enzim
immobilize edilmistir.

Yukaridaki adimlarin uygulanmasi sonucunda en yiiksek aktivite, 3. adimin
kullanilmasi sonucunda elde edilmistir. Sekil 4.19, Sekil 4.20 ve Sekil 4.21, PET-g-
GMA/MAAm liflerinin farkli yontemlerle modifiye edilerek HRP, lakkaz ve lipaz

enzimlerinin immobilize edilmesi sonucu, gosterdikleri aktiviteleri gdstermektedir.
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Sekil 4.19. HRP enzimi aktivitesine, farkli modifikasyon yontemlerinin etkisi
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Sekil 4.20. Lakkaz enzimi aktivitesine, farkli modifiye yontemlerinin etkisi
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Sekil 4.21. Lipaz enzimi aktivitesine, farkli modifiye yontemlerinin etkisi
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Sekil 4.19, 4.20 ve 4.21°de goriildiigii gibi en yiiksek enzim aktivitesi, hem
etilen diamin, hem de Hofmann doniisiim reaksiyonu ile modifiye edilmis PET
liflere; HRP, lakkaz ve lipaz enzimlerinin immobilize edilmesinden elde edilmistir.
Asilanmis PET lifler iizerinde, her iki yontemin kullanilmasi sonucunda daha fazla
amin grubu olustugundan, amin gruplar lizerinden yapiya daha fazla glutaraldehit
baglanmis ve dolayisiyla daha fazla enzim immobilize olmustur. Bunun sonucunda
daha yiiksek aktivite elde edilmistir. Immobilizasyonda kullanilan reaksiyon
basamaklar1 Sekil 4.22°de gosterilmektedir.

En yiiksek aktivite, hem etilen diamin hem de Hofmann doniisiim
reaksiyonu uygulanarak modifiye edilmis liflere enzim immobilize edilerek elde
edildiginden, ¢aligmanin  bundan sonraki asamalarinda liflere  enzim

immobilizasyonu i¢in ticlincli adim kullanilmastir.
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Sekil 4. 22. Enzim immobilizasyon mekanizmasi
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4.14.2. Modifiye PET Liflerin FTIR Analizi

Sekil 4.23’te asilanmamis PET lifin (a), GMA / MAAm asilanmis PET lifin
(b), etilen diamin ve Hofmann doniisiim reaksiyonu ile modifiye edilmis PET lifin
(c), ve glutaraldehit baglanmis PET lifin (d), FTIR spektrumlar1 verilmistir.
Spektrum a ve b karsilastirildiginda, b spektrumunda metakrilamide ait karbonil
grubunun gerilme piki (~1655 cm™) ve assosiye olmamis N—H titresim pikleri
(~3340 ve 3199 cm’) goriilmiistiir. Bu veriler metakrilamidin PET lif iizerine
asilandigini gostermektedir. Ayrica b spektrumda (~ 905 cm *)’de goriilen pik epoksi
pikidir. Bu pik GMA’nin PET life asilandiginin bir kanitidir. Spektrum b ve ¢
incelendiginde ise, karbonil grubuna ait (~ 1655 cm*)’de goriilen pikin siddetinde
azalma goriilmiistiir. Ayrica 3340 ve 3199 cm™ N—H titresim piklerinin 3285 cm™’de
daha genis bir assosiye N-H titresim pikine donilismiistiir. Bu bilgilerden etien diamin
ve Hofmann reaksiyonu ile PET lif iizerindeki metakrilamid gruplarinin bir kisminin
amin gruplaria doniistiigii anlasilmistir. Spektrum ¢ ve d karsilastirildiginda ise
yaptya glutaraldehidin katilmasi ile 1655 cm® de elde edilen pikte genisleme
gorilmistiir. Pikteki genisleme aldehit karbonilinden ve amin ile aldehit arasinda
meydana gelen imin bagindan (C=N) kaynaklanmaktadir. Ayrica 2871 cm* dalga
boyunda glutaraldehidin karakteristik piki (C-H gerilme titresimi —CHO ) elde
edilmistir. Glutaraldehitin yapiya katilmasi ile 2940 cm™ C-H (~CH,-) gerilme

titresiminden kaynaklanan pikin siddetinde artig gézlenmistir.
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Sekil 4.23 Asilanmis PET liflerin modifikasyonuna iligkin FTIR spektrumlart;
A-asilanmamis PET lifin, B- PET-g- GMA / MAAm lif, C- EDA ve

Hofmann ile modifiye edilmis PET lif ve D- glutaraldehit baglanmis PET
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4.15. Enzim immobilizasyon Sartlarinin Optimizasyonu

4.15.1. Enzim Immobilizasyonuna pH’nmin EtKkisi

HRP enziminin immobilizasyonuna pH’nin etkisi, Sekil 4.24’te verilmistir.

Immobilize HRP enzimi i¢in en yiiksek aktivite pH= 5-7 araliginda elde edilmistir.
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Sekil 4.24. HRP immobilizasyonuna pH nin etkisi

Lakkaz enziminin immobilizasyonuna pH’nin etkisi, Sekil 4.25’te verilmis

ve lakkaz i¢in en yliksek immobilizasyon pH 5’te ger¢eklesmistir.
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Sekil 4.25. Lakkaz immobilizasyonuna pH’nin etkisi

Lipaz enziminin immobilizasyonuna pH’nin etkisi, Sekil 4.26’da verilmis

ve lipaz i¢in en yliksek immobilizasyon pH 5°te gerceklesmistir.

120 -

Bagil aktivite, %
(o)) Vo]
o o

w
o
I

pH

Sekil 4.26. Lipaz immobilizasyonuna pH’nin etkisi
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Immobilize HRP, lakkaz ve lipaz enzimlerinin aktiviteleri, immobilizasyon
ortaminin pH’ sina bagl olarak degismistir. Enzim molekiilii izerinde kovalent bagin
olustugu noktanin, immobilizasyonun gerceklestigi pH degerine bagli oldugu
diistiniilmektedir. Wang ve arkadaslar1 [84], enzimlerin destek materyaline en yiliksek
miktarda immobilize oldugu pH’nin, genellikle daha az ¢6ziindiikleri i¢in enzimlerin
izoelektrik noktalar1 veya daha yakin degerlerinde gergeklestiklerini rapor
etmiglerdir. HRP, lakkaz ve lipaz enzimlerinin modifiye PET liflere
immobilizasyonunun gerceklestigi optimum pH degerlerinde (6, 5, 5) kovalent
baglanmanin  gerceklesmedigi ve enzimin aktif merkezinin maskelendigi
diisiiniilebilir. Ayrica PET lif iizerindeki serbest aldehit gruplari ile enzimin aktif
merkezinden uzak bolgelerdeki amin gruplar1 arasinda bir reaksiyonun gergeklestigi
diistintilebilir [48].

Yiicel [85], zeytin ezmesi lizerine lipaz enzimi immobilize ederek, biyodizel
tiretiminde kullanmistir. Yiicel, immobilizasyona pH’nin etkisini, 5-9 araliginda
arastirmis, en yiiksek aktivitenin pH= 6’da gerceklestigini ve yiiksek pH degerlerinde
enzimin denatiire olmastyla aktivitesini kaybettigini rapor etmistir.

Azevedo ve arkadaslar1 [86], karbon nano tiiplere HRP enzimini immobilize
ederek, immobilizasyon sartlarin1 optimize etmislerdir. Karbon nano tiiplere HRP
immobilizasyonun gerceklestigi en yiksek pH 6 olarak rapor etmislerdir.
Calismalarinda HRP enzimi i¢in immobilizasyon pH’ sinin genellikle asidik ve
noétral bolgelerde, bazik bolgelere gore daha yiiksek ihtimalde gerceklestigini rapor

etmislerdir.
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4.15.2. Enzim Immobilizasyonuna As1 Yiizdesinin EtKkisi

HRP, lakkaz ve lipaz enzimlerinin immobilizasyonuna, GMA/MAAmM
monomer karigiminin PET life as1 ylizdelerinin etkisi siras1 ile Sekil 4.27, Sekil 4.28
ve 4.29°da verilmistir. Sekillerde goriildiigii gibi GMA/MAAmM monomer karisiminin
PET Iif lizerine as1 yiizdesi arttikca, her ii¢ enzimin aktivitesinin de arttig
gorilmiistiir.

Immobilize olan enzim miktar1, PET lif iizerinde bulunan fonksiyonel grup
sayist ile orantilidir. PET lif yiizeyinde amit ve epoksi gruplarinin artigi, ayni
zamanda PET Ilif yilizeyinde Hofmann reaksiyonu ve etilen diamin ile amin
gruplariin artig1 anlamina gelmektedir. Bu nedenle fonksiyonel grup sayisina bagh
olarak enzim aktivitelerinde artma gozlenmistir. Enzim aktivitelerindeki artis HRP,
lakkaz ve lipaz enzimleri i¢in yaklasik % 120 degerine kadar devam ettigi
gbzlenmistir. Bu as1 ylizdesinden sonra enzim aktivitelerinde dnemli bir degisim
gerceklesmemistir. Bunun nedeninin hidrofobik etkilesim veya destek materyali

tizerinde protein y1gilmasindan kaynaklandig diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.27. immobilize HRP aktivitesine as1 yiizdesinin etkisi
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Sekil 4.28. immobilize lakkaz aktivitesine as1 yiizdesinin etkisi
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Sekil 4.29. immobilize lipaz aktivitesine as1 yiizdesinin etkisi

Arslan [46], GMA asilanmis PET liflere HRP enzimini immobilize etmis,
enzim aktivitesinin % 25 asilama verimine kadar arttigini, bu degerden sonra enzim

aktivitesinde bir azalma oldugunu rapor etmistir.

Shukla ve Devi [87], HRP enzimini akrilamit-2-hidroksi etil metakrilat
kopolimeri lizerine immobilize etmiglerdir. Enzim aktivitesinin kopolimerdeki
akrilamit oranina bagl olarak degistigini ve aktivitenin %50 akrilamit oranina kadar

arttigini, bu degerden sonra aktivitede azalma gozlendigini rapor etmislerdir.
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4.16. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

4.16.1. Enzim Aktivitesine pH’nin Etkisi

Serbest ve immobilize HRP enzimlerinin aktiviteleri ile pH arasindaki iliski

Sekil 4.30’da verilmistir. Sekilde goriildiigii gibi serbest ve immobilize HRP

enzimlerinin maksimum aktivite gosterdigi pH degeri 8 dir.

Matto ve digerleri con-A seliiloz destek maddesi tizerine HRP enzimini

immobilize etmis, serbest ve immobilize enzim i¢in maksimum aktivite gdsterdigi

pH’y1 6 olarak rapor etmislerdir [88].

Zhai ve digerleri, kitosan-halloysit (aliminyun silikat bileseni) hibrit nano

tiipleri tizerine HRP enzimi immobilize etmis, immobilize enzimi atik sulardaki fenol

gideriminde kullanmislardir. Serbest ve immobilize enzimin maksimum aktivite

gosterdigi pH degeri 8 olarak rapor edilmistir [49].
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Sekil 4.30. HRP enziminin aktivitesine pH’1n etkisi
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Serbest ve immobilize lakkaz enzimlerinin aktiviteleri ile pH arasindaki
iliski Sekil 4.31°de verilmistir. Sekilde goriildiigli gibi serbest ve immobilize lakkaz
enziminin maksimum aktivite gosterdigi pH degerleri sirasiyla 5 ve 5,5’tir. Elde
edilen sonugclar literatiir ile uyum gostermektedir.

Spinelli ve digerleri, Amberlite IR-120 H kiireler {izerine lakkaz enzimini
immobilize etmis, serbest ve immobilize enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH
degerini 4,5 olarak bulmuslardir [89].

Dogan ve arkadaglari, poli (glisidil metakrilat) siyrojellerine lakkaz enzimini
immobilize ederek, immobilize enzimi fenol degradasyonunda kullanmislardir.
Calismalarinda serbest ve immobilize enzimin aktivite gosterdigi en yiiksek pH’y1 5

olarak rapor etmislerdir [90].
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Sekil 4.31. Lakkaz enziminin aktivitesine pH’1n etkisi

Serbest ve immobilize lipaz enzimlerinin aktiviteleri ile pH arasindaki iligki

Sekil 4.32°de verilmistir. Sekilde gorildiigii gibi serbest ve immobilize lipaz
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enziminin maksimum aktivite gosterdigi pH degerleri sirasiyla 6 ve 6,5’tur. Sonuglar

literatiir ile uyum igerisindedir.
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Sekil 4.32. Lipaz enziminin aktivitesine pH’1n etkisi

Huang ve arkadaslari, seliildz nano fiber membranlar iizerine lipaz enzimini
immobilize ettigi caligmalarinda, serbest ve immobilize lipaz enziminin aktivite
gosterdigi maksimum pH’yi1 sirasiyla, 5,5 ve 6 olarak rapor etmislerdir [91].

Hou ve arkadaslari, magnetik polidopamin/aljinat biyokomposite lipaz
enzimini immobilize ederek, serbest ve immobilize enzim i¢in optimum aktivite
sartlarini arastirmiglardir. Aragtirmalarinin sonucunda serbest ve immobilize enzimin
aktivite gosterdigi en uygun pH’nin 7 oldugunu rapor etmislerdir [92].

pH sulu ¢ozeltide enzimatik aktiviteyi degistiren en onemli faktdrlerden
biridir. Enzim immobilizasyonu sonucunda optimum pH’nin degismesiyle enzimin
konformasyonel yapist da degisiklige ugrar. Enzim immobilizasyonunda kullanilan

destek materyale bagli olarak, immobilize enzimlerin optimum pH degerlerinde
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serbest enzimlere gore degisim meydana gelebilmektedir. Ciinkii enzim aktivitesi
cevresel sartlardan 6nemli 6l¢iide etkilenmektedir [93]. GMA/MAAmM-g-PET lifler
tizerine immobilize edilen HRP enziminin immobilizasyon ile konformasyonel
yapisinda bir degisikligin olmadigi ve enzimin pH profilinde bir degismenin
meydana gelmedigi sdylenebilir. Immobilizasyon sonucunda lakkaz ve lipaz
enzimlerinin pH profilinde degisme meydana geldigi ve buna bagli olarak enzimlerin
konformasyonel yapilarinin degistigi diisiiniilebilir. Ayrica immobilize ve serbest
enzimlerin maksimum aktivitelerinin farkli pH degerlerinde go6zlemlenmesi,

immobilize sistemlerde hidrojen iyonlarinin destek materyalin mikro cevresi ile

¢ozelti igerisindeki dagilimlarinin farkli olmasindan kaynaklanabilir [94].

4.16.2. Enzim Aktivitesine Sicakhigin Etkisi

Serbest ve immobilize HRP enzimlerinin aktiviteleri ile sicaklik arasindaki
iligki Sekil 4.33’te verilmistir. Sekilde goriildiigii gibi serbest ve immobilize HRP
enzimlerinin aktiviteleri 50 °C sicakliga kadar artmistir. Maksimum enzim aktivitesi
serbest ve immobilize sistem i¢in 50 °C sicaklikta elde edilmistir. Elde edilen
sonuclar literatiir ile uyum igerisindedir. Literatiirde farkli desteklere immobilize
edilen HRP’nin aktivite gosterdigi optimum sicaklik degeri 30-60 °C araliginda
verilmistir.

Matto ve arkadaslar1 con-A seliiloz destek maddesi tlizerine HRP enzimini
immobilize etmis, serbest ve immobilize enzim i¢in maksimum aktivite gosterecegi

sicaklik degerini 40 °C olarak rapor etmislerdir [88].
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Mohamed ve arkadaslari, siyaniirik kloriir ile fonksiyonlandirilmis yiine
HRP enzimini immobilize ederek, serbest ve immobilize enzimin aktivite gosterdigi

maksimum sicakligi 30 °C olarak rapor etmislerdir [95].
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Sekil 4.33. HRP enziminin aktivitesine sicakligin etkisi

Serbest ve immobilize lakkaz enzimlerinin aktiviteleri ile sicaklik arasindaki
iliski Sekil 4.34’te verilmistir. Sekilde goriildiigli gibi serbest ve immobilize lakkaz
enziminin aktivitesi 35 °C sicakliga kadar artmigtir. Maksimum enzim aktivitesi
serbest ve immobilize sistem icin 35 °C sicaklikta elde edilmistir.

Corman ve arkadaglari, ortalama biyiklikleri 158,2 nm olan
Poli(hidroksietilmetakrilat-N-metakriloil-(1)-  histidinmetilester) PHEMAH nano
kiirelere lakkaz enzimini immobilize ederek, serbest ve immobilize enzimin aktivite

gosterdigi maksimum sicakligi 35 °C olarak rapor etmislerdir [96].
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Sekil 4. 34. Lakkaz enziminin aktivitesine sicakligin etkisi

Serbest ve immobilize lipaz enzimlerinin aktiviteleri ile sicak arasindaki
iligki Sekil 4.35’te verilmistir. Sekilde goriildiigii gibi serbest ve immobilize lipaz
enziminin aktivitesi 50 °C sicakliga kadar artmistir. Maksimum enzim aktivitesi
serbest ve immobilize sistem i¢in 50 °C sicaklikta elde edilmistir.

Wang ve arkadaslari, {i¢ boyutlu grafen oksit- kitosan kompositine lipaz
enzimini immobilize ederek, serbest ve immobilize enzimlerin aktivitelerini
arastirmiglardir. Enzimlerin aktivite gosterdikleri en yiiksek sicaklik degerini
50 °C olarak rapor etmislerdir [97].

Lin Lei ve arkadaslari, Fe3O4/SiOx magnetik partiikiiller iizerine ATRP
polimerizasyon yontemiyle GMA monomerini asilayarak, elde ettikleri materyali
enzim destek maddesi olarak kullanmislardir. Materyale lipaz enzimi immobilize
ederek, serbest ve immobilize lipaz enzimlerinin aktivite gosterdigi maksimum

sicaklik degerini 40 °C olarak rapor etmislerdir [98].
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Sekil 4. 35. Lipaz enziminin aktivitesine sicakligin etkisi

Enzimlerin katalitik aktiviteleri onlarin konformasyonel yapilari ile ilgilidir.
Enzimler de biyolojik katalizorler oldugundan, kimyasal katalizorlerde oldugu gibi
aktiviteleri sicaklik artis1 ile artar. Sicakligin artmasi ile molekiiller arasi ¢arpigma
artmakta ve buna bagl olarak da genellikle tepkimenin hizi artmaktadir. Serbest
enzimler ylksek sicakliklarda kararsizdirlar. Ciinkii sicaklik artisi ile birlikte
enzimlerin katalitik aktivitesinin bagli oldugu konformasyonlarinda bozulmalar
meydana gelmektedir. Enzimler protein yapili olduklari i¢in optimum sicakligin
tizerinde denatlirasyona ugrarlar. Bu ylizden hizli bir sekilde aktivite kaybederler.
Enzim molekiilleri i¢in, immobilizasyon daha sert bir yap1 saglar boylece yiiksek

sicakliklarda enzimin konformasyonel gegisini 6nler [99, 100].
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4.16.3. Enzim Aktivitesine Substrat Derisiminin EtKisi

Serbest ve immobilize HRP enzimlerinin Lineweaver-Burk grafikleri sirasi
ile Sekil 4.36 ve Sekil 4.37°de verilmistir. Serbest ve immobilize HRP enzimlerine
ait kinetik parametreler grafikler yardimiyla formiil 2.10’a goére hesaplanmustir.
Serbest ve immobilize HRP enzimlerine ait Ky, ve Vna degerleri Cizelge 4.5°de
verilmistir. Immobilizasyondan sonra, HRP enziminin K, degerinde bir artis
gozlenmistir. K, degerindeki bu degisim, immobilizasyon yontemi ve destek
materyalinin, enzimin substrata olan Ozgilliiginii etkiledigini gostermektedir.
Literatiirde Ky, degerindeki bu artisin, enzimin destek materyale baglanmasiyla
esnekligini kaybetmesinden kaynaklandigi seklinde yorumlanmistir. Ayrica enzimin
destek materyaline baglanma sirasindaki aktivite kaybi, Ky degerinin artmasina
neden olmustur [84]. Serbest enzimin Vma degeri immobilizasyondan sonra
azalmistir. Bu durum ayni substrat konsantrasyonunda iiriiniin elde edilme hizinin
serbest ve immobilize HRP enzimleri igin farkli oldugunu gostermektedir. Vp,
degerleri arasindaki bu farkin, olusan irlinlin asilanmis PET lif ylizeyine
adsorplanmis olmas: ihtimalinden kaynaklandigi seklinde yorumlanabilir. Ayrica
immobilizasyon ile Vi, degerindeki azalig literatiirde; enzim destek materyalinin
sterik engel nedeniyle, enzimin aktif bélgesine substratin erisebilirliginin azalmasi
seklinde yorumlanmaktadir [84] . Elde edilen sonuglarin literatiirle uyumlu oldugu
gozlenmistir.

Prodanovi¢ ve arkadaglari, 1,2- diamino etan ile modifiye edilmis
poli(GMA-ko-EGDMA) destek maddesi iizerine glutaraldehit ve periyodat
varliginda, HRP enzimini kovalent olarak immobilize etmislerdir. Calismasinda,

serbest HRP enziminin Ky degerinin 1,93 mmol /mL iken, immobilize HRP
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enziminin 10,8 mmol/L degerine arttigini, serbest enzimin Vma degerinin,
immobilize enzimin Vna degerinden yiiksek oldugunu rapor etmislerdir [43].

Jiang ve arkadaslari, fosfolipit- titan partikiilleri ile elde edilmis kapsiillere
HRP enzimini hapsederek, immobilize enzimi atik sulardaki 2-kloro fenol ve bazi
boyalarin giderilmesinde kullanmiglardir. Jiang ve arkadaslar1 ¢calismalarinda, serbest
HRP enzimi i¢in K, degerinin 1,98 mM ‘dan, immobilizasyondan sonra 8,21
degerine arttigini, serbest enzimin Vg degerinin 2,53 mM/dak degerinden,
immobilizasyondan sonra 0,53 mM/dak Vma degerine diistiiglinii rapor etmislerdir

[101].

8 -
y = 3,0874x + 0,3491
3 6 1 R? = 0,999
g
=,
2
g 41
g
=
— 2 _
r ’\J/ T T T T 1

-0,5 0 0,5 1 1,5 2 25

[1/S], mmol/L

Sekil 4.36. Serbest HRP enzimi i¢in Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.37. Immobilize HRP enzimi i¢in Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.6. HRP enziminin kinetik parametreleri

Enzim Vimak (nmol/mL.dak Ky, (mmol/L) R?
Serbest HRP 2,86 8,85 0,999
Immobilize HRP 0,93 16,15 0,992

Serbest ve immobilize lakkaz enzimlerinin Lineweaver-Burk grafikleri
sirast ile Sekil 4.38 ve Sekil 4.39°da verilmistir. Serbest ve immobilize lakkaz
enzimlerine ait kinetik parametreler grafikler yardimiyla formiil 2.2°ye gore
hesaplanmistir. Serbest ve immobilize lakkaz enzimlerine ait Ky, ve Ve degerleri
Cizelge 4.6’da verilmistir. Immobilizasyondan sonra lakkaz enziminin K, degerinde,
ciddi bir artis gozlenmemistir. Bu sonug¢, immobilizasyon yontemi ve destek
materyalinin, enzimin substrata (siringaldazin) olan 0&zgilligini c¢ok fazla
etkilemedigini gostermektedir. Serbest lakkazin Vya degeri, immobilizasyondan

sonra azalmistir. Bu durum ayni substrat konsantrasyonunda {irlinlin elde edilme
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hizinin serbest ve immobilize lakkaz enzimleri i¢in farkli oldugunu gostermektedir.
Vi degerleri arasindaki bu farkin, olusan {iriinliin asilanmig PET lif yiizeyine
adsorplanmis olma ihtimalinden kaynaklandigi seklinde yorumlanabilir.

GoOkgoz ve arkadaslari, lakkaz enzimini, poliakrilamit (PAAm),
poliakrilamit - k-karragenan (PAAmM-K1) ve poliakrilamit- k-karragenan (PAAM-K2)
jelleri i¢ine hapsetme yoluyla immobilize etmislerdir. Gokgoz ¢alismasinda, serbest
lakkaz enziminin Km degerinin 0,088 mM iken, yukaridaki immobilize lakkaz
enzimleri i¢in Km degerleri sirasiyla, 0,139, 0,133, 0,131 degerlerine arttigini rapor
etmislerdir. Ayrica Ve degerleri, serbest enzim i¢in 2.83 x 10°° mM / dak iken,
immobilize enzimler i¢in sirasiyla, 4.51x1073, 4.76x10°3, ve 4.97x10° mM /dak
olarak rapor etmislerdir [102].

Corman ve arkadaglari, ortalama biyiklikleri 158,2 nm olan
Poli(hidroksietilmetakrilat-N-metakriloil-(I)-histidinmetilester) PHEMAH  nano
kiirelere lakkaz enzimini immobilize ederek, serbest enzim i¢cin Km degerinin
immobilizasyondan sonra arttigini, Vmak degerinin ise immobilizasyondan sonra

diistiigiinii rapor etmislerdir [96].
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Sekil 4.38. Serbest lakkaz enzimi i¢in Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.39. Immobilize lakkaz enzimi i¢in Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4.7. Lakkaz enziminin kinetik parametreleri
Km

; 2

Enzim Vmak (umol/mL.dak (mmol/L) R
Serbest Lakkaz 0,122 1,035 0,998
Immobilize Lakkaz 0,045 1,046 0,993

Serbest ve immobilize lipaz enzimlerinin Lineweaver-Burk grafikleri sirasi
ile Sekil 4.40 ve Sekil 4.41°de verilmistir. Serbest ve immobilize lipaz enzimlerine
ait kinetik parametreler grafikler yardimiyla formiil 2.2’ye goére hesaplanmistir.
Serbest ve immobilize lipaz enzimlerine ait Ky, ve Vma degerleri Cizelge 4.7°de
verilmistir. hnmobilizasyondan sonra lipaz enziminin Vg degerinde bir azalma
gbzlenmistir. Ayrica immobilizasyon lipaz enzimin Ky, degerinin artmasina neden
olmustur. Ky, degerindeki artis, konformasyonel degisim sonucu enzim-substrat
kompleksinin olugsma ihtimalinin azalmasindan ya da substratin immobilize enzimin
aktif merkezine tasinmasinin sinirlanmasina baglanabilir [103].

Pahujani ve arkadaslarinin, glutaraldehit ile aktive edilmis nylon 6’ya lipaz
enzimini immobilize ettigi ¢alismada serbest ve immobilize enzime ait kinetik
parametreler belirlenmistir. Pahujani ¢alismasinda serbest enzim i¢in Km ve Vm
degerlerini sirastyla, 3,8 mM ve 4 mM olarak, V,, degerlerini ise serbest ve
immobilize enzim i¢in, 0.72 ve 10 pmol/ml. dak olarak rapor etmislerdir [104].

Raghuvanshi ve Gupta, gozenekli yapiya sahip olan bir destek maddesi
lizerine lipaz enzimini immobilize ederek, serbest ve immobilize lipaz enzimlerine
ait kinetik parametreleri belirlemislerdir. Serbest enzim i¢in K, ve Vy, degerlerini
sirastyla 0,3 mM ve 1 pmol/ml. dak, immobilize enzim i¢in K, ve V, degerlerini ise

4 mM ve 10 umol/ml. dak olarak rapor etmislerdir [105].
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Cizelge 4.8. Lipaz enziminin kinetik parametreleri

- Vmak (mg / 2
Enzim mL.dak Km (mg/ ml) R

0,39 116,97 0,981
153,16 0,987

Serbest Lipaz
Immobilize Lipaz 0,296

4.17. Enzimlerin Termal Kararhihg:

Serbest ve immobilize HRP enzimleri, 60 °C sabit sicakliktaki su
banyosunda ve tampon ¢ozelti (pH= 8) icerisinde 210 dakika inkiibe edilerek termal
kararliliklar1 incelenmistir. Belirli zaman araliklarinda ornekler alinarak enzim

aktiviteleri belirlenmistir. Elde edilen sonuclar Sekil 4.42°de verilmistir.
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Sekil 4.42. HRP enziminin termal kararlilig1
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Sekilde goriildiigii gibi immobilize HRP’nin, serbest HRP enzimine gore
daha iyi termal kararlilik gdsterdigi goriilmektedir. Immobilize HRP 210 dakikanin
sonunda, baslangi¢ aktivitesini % 50,53 oraninda korurken, serbest enzim ancak %
22 oraninda korumustur. Iimmobilize enzimin 1 saatlik siirenin sonunda aktivitesinin
% 85, 31’in1 korudugu gézlenmistir.

Li ve arkadaslari, karbon nano tiipler tizerine HRP ve lakkaz enzimlerini
immobilize ederek, enzimlerin belirli sicakliklardaki termal kararliliklarimi
incelemislerdir. Enzimleri 30 °C’den 60 °C araligindaki sicakliklarda 1 saat inkiibe
ederek termal kararhilik calismalarini gerceklestirmislerdir. HRP enzimi i¢in 1 saatlik
siirenin sonunda 60 °C’de serbest enzim aktivitesinin % 55’ini korurken, immobilize
HRP enzimi aktivitesinin % 70’ini korudugunu rapor etmislerdir [106].

Park ve arkadaglari, HRP enzimini peptit nano tiiplere kapsiilleme yontemi
ile immobilize ederek, serbest ve immobilize enzimin 55 °C’deki termal
kararliliklarini incelemislerdir. Bu sicaklikta serbest enzim baslangi¢ aktivitesinin
% 60’11 korurken, immobilize enzimin baslangi¢ aktivitesinin % 80’ini korudugunu
rapor etmislerdir [107].

Serbest ve immobilize lakkaz enzimleri, 45 °C sabit sicakliktaki su
banyosunda ve tampon ¢ozelti icerisinde (pH=5) 180 dakika inkiibe edilerek termal
kararliliklar1 incelenmistir. Belirli zaman araliklarinda 6rnekler alinarak enzim

aktiviteleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.43’te verilmistir.
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Sekil 4.43. Lakkaz enziminin termal kararlilig1

Sekilde goriildiigii gibi immobilize lakkaz enzimi, serbest lakkaz enzimine
gore daha iyi termal kararlilik gostermistir. Immobilize lakkaz 180 dakikanin
sonunda, baslangi¢ aktivitesini % 30,67 oraninda korurken serbest enzim, baslangic
aktivitesini % 7,09 oraninda korumustur.

Daiassi ve arkadaglari, lakkaz enzimini, Ca-aljinat kiirelere hapsetme
yontemi ile immobilize etmis ve immobilize enzimi bazi tekstil boyalarinin
biyodegradasyonunda kullanmislardir. Daassi ¢alismasinda, serbest ve immobilize
enzimi, 55 °C sicaklikta 210 dk inkiibe ederek, enzimlerin termal kararliliklarini
incelemistir. Bu siirenin sonunda serbest lakkaz baslangi¢ aktivitesinin % 3’linli

korurken immobilize enzim baslangi¢ aktivitesinin % 67’sini korudugunu rapor

etmiglerdir [108] .
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Silva ve arkadaglari, 1,6- hekzan diamin ile fonksiyonlandirilmis poliamit
6,6 liflere, lakkaz enzimini immobilize ederek, serbest ve immobilize enzimi
25 °C’de 79 saat inkiibe ederek termal kararliliklarini incelemislerdir. Bu siirenin
sonunda immobilize enzimin, serbest enzime gore % 18 daha fazla aktivite
gosterdigini rapor etmislerdir [109].

Serbest ve immobilize lipaz enzimleri, 50 °C sabit sicakliktaki su
banyosunda ve tampon ¢dzelti icerisinde (pH=5) 180 dakika inkiibe edildi. Belirli
zaman araliklarinda Ornekler alinarak enzim aktiviteleri belirlendi. Elde edilen

sonuclar Sekil 4.44°te verilmistir.
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Sekil 4.44. Lipaz enziminin termal kararlilig

Sekilde goriildiigli gibi immobilize lipaz enzimi, serbest lipaz enzimine gore
daha yiiksek termal kararhilik gosterdigi goriilmektedir. Immobilize lipaz 180
dakikanin sonunda, baslangi¢ aktivitesini % 49,37 oraninda korurken, serbest enzim

baslangig aktivitesini % 21,77 oraninda korumustur.
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Yong ve arkadaslari, modifye-FesO; nanopartikiillere GMA ve
metakriloksietil trimetil amonyum kloriir monomerlerini asilayarak modifiye
etmisglerdir. Asilama sonucunda elde ettikleri {iriinii, lipaz enzimi i¢in destek maddesi
olarak kullanmislardir. Yong ve arkadaslari, pH= 7 tamponunda 25-80 °C sicaklik
araliginda serbest ve immobilize lipaz enziminin termal kararliliklarini arastirmis,
80 °C’de immobilize enzim baslangic aktivitesinin yaklasik % 35’ini korurken,
serbest enzimin baslangic aktivitesinin yaklasik % 10’unu korudugunu rapor
etmislerdir [110].

Gong ve arkadaglari, sodyum periyodat ile aktive edilmis lif kabag:
siingerine lipaz enzimini kovalent olarak immobilize etmis, serbest ve immobilize
lipazin termal kararliliklarini aragtirmislardir. Bunun igin serbest ve immobilize
enzimi 60 °C sicaklikta, tampon ¢ozeltide 3,5 saat inkiibe etmislerdir. Bu siirenin
sonunda serbest enzim baglangic aktivitesinin tamamina yakinini kaybederken,
immobilize enzimin baslangi¢ aktivitesinin yaklagik % 50’ sini korudugunu rapor
etmislerdir [111].

Elde edilen deneysel sonucglar, immobilizasyonun enzimlerin termal
kararliliklarint arttirdigin1 ve immobilize enzimlerin serbest enzimlere gore termal
stabilitesinin daha iyi oldugunu gostermektedir. Ciinkii enzim ve destek maddesi
arasindaki etkilesim yiiksek sicakliklarda enzimin konformasyonel gecisini
onleyebilmektedir. Immobilize enzimlerde konformasyonel esnekligin azalmasindan
dolay1 termal kararlilik artmaktadir [112, 113]. Ayrica hidrofobik etkilesim ihtimali
ile enzimlerin destek materyaline bir¢ok noktadan baglanmis olmasi, immobilize

enzimde termal kararliligi arttirmis olabilir [113].
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4.17.1. Enzimlerin Depolanma Kararhhg:

Immobilize enzimlerin en 6nemli avantajlarindan birisi de daha yiiksek
depolanma kararlilig1 géstermeleridir. Serbest ve immobilize HRP enzimleri, tampon
cozelti (pH=8) icerisinde 4 °C’de depolanmistir. Belirli zamanlarda 6rnekler alinarak
aktiviteleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.45°te gosterilmistir. Sekilde
goriildiigli gibi immobilize HRP enzimi, tampon ¢ozelti igerisinde 60 giin
depolandiginda baslangi¢ aktivitesini % 60,54 oraninda korurken, serbest HRP
enzimi 60 giin depolanma sonunda, baglangi¢ aktivitesinin % 37, 18 ’ini korudugu

goriilmektedir.
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Sekil 4.45. HRP enziminin depolanma kararlilig1

Zhai ve arkadaslari, kitosan-haloysit hibrit nano tiiplere HRP enzimini

immobilize etmis ve immobilize enzimi fenol gideriminde kullanmislardir. Zhai ve
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arkadaglari, ¢alismasinda serbest ve immobilize HRP enzimlerini, pH=7 tamponunda
4 °C’de 35 giin inkiibe ederek, enzimlerin depolanma kararliliklarin1 arastirmislardir.
Bu sartlarda serbest enzim 35 giinliik inkiibasyondan sonra baslangic aktivitesinin %
27’sini  korurken, immobilize enzim yaklagik olarak baslangic aktivitesini
korumustur [49].

Kim ve arkadaslari, kil minerali tizerine HRP enzimini immobilize ederek,
fenol gideriminde kullanmislardir. Jun Kim ve arkadaglar1 ¢alismasinda serbest ve
immobilize HRP enzimlerini pH= 7 tamponunda 5 °C’ de 50 giin inkiibe ederek,
enzimlerin depolanma kararliliklarini arastirmislardir. Bu sartlarda serbest enzim
baslangi¢ aktivitesinin tamamini kaybetmis, immobilize enzim ise baslangic
aktivitesinin yaklasik % 80’ini korumustur [114].

Serbest ve immobilize lakkaz enzimleri, tampon ¢ozelti (pH=6) igerisinde
4 °C’de depolanmustir. Belirli zamanlarda oOrnekler alinarak aktiviteleri
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.46’da gosterilmistir. Sekilde goriildigi
gibi immobilize lakkaz enzimi, tampon c¢ozelti igerisinde 60 giin depolandiginda
baslangi¢ aktivitesini % 37,79 oraninda korurken, serbest lakkaz enzimi 60 giin
depolanmanin sonucunda, baslangi¢ aktivitesinin % 13,02 ’sini korudugu

gorilmektedir.
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Sekil 4.46. Lakkaz enziminin depolanma kararliligi

Plagemann ve arkadaslari, bal petegi iizerine lakkaz enzimini kovalent
olarak immobilize ederek serbest ve immobilize enzimin, pH= 7’de 4 °C’de
depolanma kararliliklarini aragtirmiglardir. Bu sartlar altinda 3,5 ay sonra serbest
enzim baslangi¢ aktivitesinin % 42’sini korurken, immobilize enzimin ise baslangic
aktivitesinin % 59’unu korudugunu rapor etmislerdir [115].

Sathishkumar ve arkadaslari, poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) nano
fiberlere lakkaz enzimini immobilize ederek, serbest ve immobilize enzimin
depolanma kararliliklarini aragtirmislardir. immobilizasyon ile serbest enzime gore
enzimin depolanma kararliliklarinin arttigini rapor etmislerdir [116].

Serbest ve immobilize lipaz enzimleri, tampon ¢ozelti (pH=5) igerisinde
4 °C’de depolanmistir. Belirli zamanlarda O6rnekler alinarak aktiviteleri
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.47°de gosterilmistir. Sekilde gorildigii

gibi immobilize lipaz enzimi, tampon ¢ozelti icerisinde 60 giin depolandiginda
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baslangi¢ aktivitesini % 81,23 oraninda korurken, serbest lipaz enziminin 60 giin
depolanma siiresinin sonucunda baslangi¢ aktivitesinin % 63,77 ’sini korudugu
gorilmektedir. Ayrica serbest ve immobilize lipaz enzimlerinin pH 7 tampon
coOzeltisi icerisindeki depolanma kararhiliklar1 da arastirllmis ve daha diisiik

depolanma kararhilig1 gosterdikleri gdzlenmistir.
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Sekil 4.47. Lipaz enziminin depolanma kararliligi

Yigitoglu ve Temocin, akrilamit agilanmig PET liflere kovalent baglanma
yontemi ile lipaz enzimini immobilize ettigi calismalarinda, pH=7 ve pH= 4’deki
depolanma  kararhiliklarin1  belirlemiglerdir. 60 giinlik zaman igerisinde
pH= 7°de serbest enzimin immobilize enzime gore daha yiiksek depolanma
kararlilig1 gosterirken, pH=4’de immobilize enzimin (% 90), serbest enzime (% 75)

gore daha yiiksek depolanma kararligi gosterdigini rapor etmislerdir [61].
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Vaidya ve digerleri, lipaz enzimini poli(allil glisidil eter-ko-etilen glikol
dimetakrilat) kopolimeri iizerine immobilize etmislerdir. Immobilize ve serbest
enzimi 30 giin siire ile depolanma kararliligini incelemislerdir. Serbest enzimin
onuncu giinde baslangic aktivitesinin % 14’linii koruyabildigini buna karst
immobilize enzimin ise otuzuncu giinde baslangi¢ aktivitesinin % 80’ini korudugunu
rapor etmislerdir [117].

Enzimler ¢6zelti i¢cinde saklandiklar1 zaman yapisal degisime ugrarlar. Buna
bagli olarak da aktivitelerinde azalma veya tlimiiyle yok olma gozlenebilir.
Immobilizasyon islemi ile enzimlerin aktiviteleri iyilestirilebilir. Elde edilen
deneysel sonuglardan immobilizasyonun peroksidaz, lakkaz ve lipaz enzimlerinin

depolanma kararliliklarini arttirdigi gozlenmistir.

4.17.2. Enzimlerin Tekrar Kullamm Kararhhgi

Immobilize enzimlerin en dnemli avantajlarindan birisi de tekrar tekrar
kullanilabilmeleridir. Serbest enzimler sadece bir kez kullanilabilirler ve aktivite
ortamlarindan alinip tekrar kullanilabilmeleri ¢ok zordur. Ancak uygun bir destege
immobilize edildiklerinde defalarca kez kullanilabilmektedirler. Immobilize HRP
enziminin tekrar kullanim kararlilig1 Sekil 4.48’de verilmistir. Sekilde goriildiigii gibi
immobilize HRP enziminin bagil aktivitesi, kullanim sayisina bagli olarak
azalmaktadir. Immobilize HRP enziminin, 15 tekrar kullanim sonunda baslangic

aktivitesini % 30,45 oraninda korudugu goériilmektedir.
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Sekil 4.48. HRP enziminin tekrar kullanim kararlilig1

Barbosa ve arkadaslari, FeSO, ve FeCl; ile magnetize edilmis polianilin
tizerine HRP enzimini immobilize ederek, ortamda diisiik ve yiliksek derisimde H,0;
varligindaki immobilize enzimlerin tekrar  kullanim kararliliklarini
kargilagtirmiglardir.  Yiksek H,O, derisiminde, magnetit ile etkilesiminden
kaynaklandig1 diisiiniilen bir enzim inaktivasyonunun gercgeklestigini bildirmislerdir.
Barbosa ve arkadaslari yaptiklart ¢aligmada aktivite ortamindaki yiiksek H,0O;
derisiminde, immobilize enzim 9 kez kullanildiginda baslangic aktivitesinin
% 50’sini  korurken, diisik H;O; derisiminde immobilize enzim 13 kez
kullanildiginda baslangig aktivitesinin % 50’sini korudugunu rapor etmislerdir [118].

Ikbal ve Asgher, sol-gel matrikse HRP enzimini immobilize ederek,
immobilize enzimin tekrar kullanim kararhiliklarini belirlemislerdir. immobilize
enzimin 10 kez kullanilmasi sonucunda, baslangi¢ aktivitesinin % 84,6’si1

korudugunu rapor etmislerdir [119].
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Immobilize lakkaz enziminin tekrar kullanim kararliligin1 belirlemek ig¢in,
substrat olarak derisimi 0,3 mmol/L olan siringaldazin c¢ozeltisi kullanilmistir.
Immobilize lakkaz enziminin tekrar kullanim kararlilign Sekil 4.49°da verilmistir.
Sekilde goriildiigii gibi immobilize enzimin bagil aktivitesi kullanim sayisina baglh
olarak azalmaktadir. Immobilize lakkaz enzimi, 10 tekrar kullanim sonucunda

baslangi¢ aktivitesini % 15,48 oraninda korudugu goriilmektedir.
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Sekil 4.49. Lakkaz enziminin tekrar kullanim kararlilig

Valle-Vigon ve Fuertes, magnetik olarak ayrilabilir karbon kapsiillere
lakkaz enzimini immobilize ederek, immobilize enzimi Asit Green 25 ve Remazol
Brilliant Blue R boyalarmin degradasyonunda kullanmiglardir. immobilize lakkaz
enziminin iki farkli boyanin degradasyonundaki tekrar kullanim kararliliklari

belirlenmistir. Immobilize lakkaz enziminin 8 kez kullanilmasi sonucunda Asit
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Green 25 boyasinin yaklasik % 80’inin degrade ettigi, 6 kez kullanilmas1 sonucunda
Remazol Brilliant Blue R boyasinin yaklasik % 80’ini degrade ettigini rapor
etmislerdir [120].

Wang ve arkadaslari, mezo go6zenckli silika nano partikiillere lakkaz
enzimini immobilize ederek, immobilize enzimin tekrar kullanim sayisim
belirlemislerdir. Immobilize lakkaz enziminin 10 kez kullanilmasi sonucunda
baslangi¢ aktivitesinin % 86,6’sin1 koruduklarini rapor etmislerdir [121] .

Immobilize lipaz enziminin tekrar kullanim kararliligi Sekil 4.50’de
verilmigtir. Sekilde goriildiigii gibi immobilize enzimin bagil aktivitesi kullanim
sayisina bagl olarak azalmaktadir. Immobilize lipaz enziminin, 10 tekrar kullanim

sonunda baslangi¢ aktivitesini % 25,37 oraninda korudugu goriilmektedir.
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Sekil 4.50. Lipaz enziminin tekrar kullanim kararlilig

Abdullah ve arkadaslari, aminopropil asilanmis mezo gozenekli SBA-15’e

lipaz enzimini immobilize etmis, immobilize enzimi laurik asit ile sitonelol
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esterlesme reaksiyonunda kullanmislardir. Immobilize enzimin, esterlesme
reaksiyonunda 4 kez kullanilmasi sonucunda baslangic aktivitesinin % 90’1
korudugunu rapor etmislerdir [122].

Li ve Wu, PAN (poliakrilonitril) nano fiber membranlara lipaz enzimini
immobilize ederek, immobilize enzimi soya yagi hidrolizinde kullanmiglardir.
Hidroliz deneylerinde, immobilize lipaz enzimi 20 kez kullandiklarinda, immobilize
enzimin baglangi¢ aktivitesinin % 65’ini korudugunu rapor etmislerdir [123].

Kuo ve arkadaslari, kitosan kapli Fe3O, nanopartikiillere lipaz enzimini
immobilize etmis ve immobilize enzimin tekrar kullanma kararliliklarini
arastirmislardir. Arastirmalarinda immobilize enzimin 20 kez kullanim sonucunda
baslangi¢ aktivitelerinin % 83’{inii koruduklarini rapor etmislerdir [124].

Maliyeti oldukea yiiksek olan enzimlerin tekrar kullanilabilirligi, ekonomik
acidan ¢ok Onemlidir. immobilizasyon ile enzim, reaksiyon ortamindan kolayca
uzaklastirilip, tekrar kullanilabilir. Serbest enzime gore daha kararli olan immobilize
enzimlerde, belirli sayida kullanimdan sonra aktivite kaybederler. Kuo ve arkadaglart
aktivitedeki bu kaybi, enzim zamanla denatiirasyonuna ve destek materyalinden

ayrilmasina baglamiglardir [124].

4.18. Enzim Uygulamalari

4.18.1. HRP ve Lakkaz Enzimlerinin Fenol Degradasyonunda Kullanim

Fenol ve fenol tlirevleri yiiksek derecede kararli bilesikler olduklarindan

oldukca toksik ve kanserojendir. Fenoliin atik sulardan uzaklastirilmasinda kimyasal
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ve biyolojik yontemler kullanilmaktadir. Fenol kolay degrede edilebilen bir kimyasal

degildir ancak mikroorganizmalar ve bazi1 enzimler tarafindan daha kolay degrede

edilebilmektedir.

Serbest ve immobilize HRP ve lakkaz enzimlerinin fenol degradasyonunda

kullanildig1 bu ¢alismada, Hou’nun [67] 6nerdigi yontem kullanilmustir.

. L enzim
2 H,0, + Fenol + 4- aminoantipirin ————— kinonimin + H,0 4. 8)

Serbest ve immobilize HRP ve lakkaz enzimlerinin belirli stirelerde fenol

degradasyonundaki etkisi Sekil 4. 51 ve Sekil 4.52°de verilmistir.
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Sekil 4. 51. HRP enziminin belirli siirelerde fenol degradasyonuna etkisi
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Sekil 4. 52. Lakkaz enziminin belirli siirelerde fenol degradasyonuna etkisi

Sekil 4. 51 ve Sekil 4.52°de goriildiigii gibi serbest HRP enzimi 90 dak’da
1,025 absorbans degeri ile maksimum fenol degrade ettiginde, serbest lakkaz enzimi
360 dak’da 1,097 absorbans degeri ile maksimum fenol degrade etmistir. immobilize
HRP enzimi ile maksimum fenol degradasyonu 150 dak’da 0,796 absorbans degerine
ulastiginda, serbest lakkaz enzimi ile 0,79 absorbans degerine 540 dak’da
ulasilmistir.

Hou ve arkadaslari, poli (stiren-ko-glisidil metakrilat) kiirelerine glikoz
oksidaz enzimini kovalent olarak immobilize ederek destek materyalini fenol
degradasyonunda kullanmislardir. Glikoz oksidaz enzimi ile maksimum fenol
degradasyonu 90 dak’lik siirenin sonunda 0,4 absorbans degerine ulastigini rapor
etmislerdir [67].

Dogan ve arkadaslari, poli (glisidil metakrilat) sirojellere lakkaz enzimini

immobilize ederek, fenolik bir bilesik olan (3,5-dinitro salisilik asit) (DNS)
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degradasyonunda kullanmislardir. Degradasyon iirliniinii sivi kromatografisi ve
tandem kiitle spektroskopisi ile kinon olarak karakterize etmislerdir [90].

Chang ve Tang, NH; ile modifiye edilmis Magnetik Fe3O4/SiO; parcaciklara
HRP enzimini immobilize ederek, immobilize enzimi H,O,’ nin varliginda, bir fenol
bilesigi olan 2,4-diklorofenol’iin degradasyonunda kullanmislardir. Immobilize
enzim optimum sartlarda, (30 °C, pH= 6,4) 180 dak’da yaklasik % 80 fenol degrade
ettigini rapor etmislerdir [82].

Bu c¢alismada immobiliz HRP ve lakkaz enzimleri ic¢in substrat olarak
strastyla pirogallol ve siringaldazin kullanilmistir. Kullanilan substratlarin fenol gibi
aromatik halkali yapilar icermesi, enzimlerin fenolii substrati gibi goriip kinon

denilen yap1ya yiikseltgedigi diistiniilmektedir.

4.18.2. Lipaz Enziminin Yag Hidrolizinde Kullanimi

Lipaz enziminin farkli yag tiirlerinin hidrolizine etkisinin arastirildigi bu

caligmada, kullanilan yag tiirlerinin her biri ayr1 ayr1 substrat olarak kullanilmistir.

Uretilen toplam yag asidi miktarinin, kullamilan yag tiirleri ile degisimi Sekil 4. 53°te

verilmistir.
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Sekil 4. 53. Serbest ve immobilize lipaz enziminin farkli yag tiirlerinin hidrolizine

etkisi [Substrat]= 0, 45 g/ mL, 35 °C, 30 dak

Sekil 4. 53° de, serbest ve immobilize lipaz enziminin misir yaginda en
yiiksek, soya yaginda ise en diisik miktarda yag asidi Urettigi goriilmektedir.
Immobilize lipaz enziminin, optimum sartlarda misir yagindan 2,96 mg yag asidi
tireterek, yaglarin hidrolizinde kullanilabilecek bir materyal oldugu gortilmiistiir.

Yigitoglu ve Temogin, akrilamit asilanmig PET liflere lipaz enzimini
kovalent olarak immobilize etmis, serbest ve immobilize enzimleri farkli yag
tirlerinin hidrolizinde kullanmiglardir. 0,1 g/ ml substrat derisimde, en yiiksek
miktarda yag asidinin kanola ve misir yaginda (3 mg) en diisiik miktarda yag asidinin
ise soya yaginda ( 2,5 mg) iiretildigini rapor etmislerdir [61].

Lipaz enzimlerinin substratlar1 genellikle bitkisel ve hayvansal yaglardir.
Kullanilan yaglarin bazilari, literatiirde genellikle kullanilan substratlar arasinda yer
almaktadir. Bir kat1 veya sivi yagin hidrolizlenme hiz1 kullanilan lipaz kaynagi ile

dogrudan iligkilidir. Bazi lipazlar reaksiyonlar1 spesifik olarak hidrolizlemekte,
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bazilar1 ise belirli yag asitlerine kars1 spesifik olarak aktivite gostermektedir. Genel
olarak lipazlarin bir¢ogu orta uzunluktaki yag asitlerinin hidorolizini kolaylikla
gerceklestirmektedir. Son yillarda yapilan arastirmalar, Candida Rugoza kaynakli

lipazin sadece 2 pozisyonundaki yag asitlerine spesifik oldugu rapor edilmistir [125].
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5. SONUCLAR

Bu calismadan elde edilen sonuglar; polimer ve karakterizasyonu ile ilgili

kisim Sonug -1, enzim ile ilgili kisim ise Sonug-2 olarak verilmistir.

5.1.

Sonuglar-1

GMA / MAAm monomer karigiminin PET liflere asilanmasinda, en yiiksek

(% 209,8, GMA / MAAmM, 90/10 mol) as1 yiizdesine [BPO] = 8x10° M,

[GMA / MAAmM] =0,3 M, t = 180 dak. ve t = 85 °C sartlarinda ulasilmustir.
Asilanma hizinin (Rg), GMA / MAAm ve BPO derisimine sirastyla 1,03 ve
0,51’inci dereceden bagli oldugu tespit edilmistir.
Monomer karisimi asilanmigs PET liflerin ¢aplart ve su tutma kapasite
degerlerinin, as1 ylizdesine bagli olarak arttig1, camsi gecis sicakliginin ise
belirli bir a1 ylizdesine kadar artt1g1 ve daha sonra degismedigi gozlenmistir.
GMA / MAAm monomer karistmimin PET life asilanmasinda, GMA ilavesi
ile sinerjik etkiden dolay1 PET lif yapisina giren MAAm miktarinin % 67,96
degerine kadar yiikseldigi goriilmiistiir. Ayni derisimde MAAm tek basina
PET life asilandiginda, as1 ylizdesi % 13,92°de kalmigtir.
Asilanmamis PET liflere gore GMA / MAAm agilanmis PET liflerin, hem
asidik hem de bazik boyalar ile boyanabilirliginin arttig1 gézlenmistir.
TGA sonuglarindan, GMA/MAAm asilanmig PET liflerin 1s1] kararliliginin,

astlanmamis PET liflere gore daha diisiik oldugu goriilmiistiir.
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5.2. Sonuglar-2

1. PET- g- GMA / MAAm lifler iizerine uygulanan Hofmann doniigiim
reaksiyonu i¢in optimum degerler; [NaOCI]= 5x10° M, [NaOH]= 0,3 M ve
reaksiyon siiresi 30 dakika olarak tespit edilmistir.

2. Modifiye PET lifin, glutaraldehit ve enzim ¢ozeltileri ile temas siiresinin,
sirasiyla 6 ve 4 saat oldugu belirlenmistir.

3. Immobilize enzimlerin aktivitesini, immobilizasyon ortaminin pH degerinin
etkiledigi; HRP, lakkaz ve lipaz enzimleri i¢in sirasiyla; 6, 5 ve 5 oldugu
saptanmistir.

4. Immobilize HRP, lakkaz ve lipaz enzimlerin aktivitesinin, PET lifin as1
yiizdesine bagli oldugu gézlenmistir.

S. Immobilizasyon lakkaz ve lipaz enzimlerinin pH profillerini etkilemis ancak
HRP enziminin pH profilini degistirmemistir. immobilizasyon ile optimum
pH degerleri; HRP enzimi i¢in 8, lakkaz enzimi i¢in 5’den 5,5 ve lipaz enzimi
i¢in 6’dan 6,5 degerine degisim gosterdigi gdozlenmistir.

6. Immobilizasyon; HRP, lakkaz ve lipaz enzimlerinin optimum sicaklik
degerlerini degistirmemistir. Enzimlerin maksimum aktivite gosterdikleri

sicaklik degerleri sirasiyla; 50, 35 ve 50 °C olarak bulunmustur.

7. Immobilizasyon ile HRP, lakkaz ve lipaz enzimlerinin termal kararliliklar:
artmigtir.
8. Immobilizasyondan sonra; HRP ve lipaz enzimlerinin K, degerlerinde artma

meydana gelirken, lakkaz enziminin Ky, degeri ¢ok fazla degismemistir.

Ayrica immobilizasyondan sonra enzimlerin Vi, degerleri azalmistir.
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10.

11.

Immobilizasyon ile; HRP, lakkaz ve lipaz enzimlerinin depolanma

kararliliklar artmistir.

Immobilizasyon; HRP, lakkaz ve lipaz enzimlerinin tekrar kullanim olanag:
saglamistir. Immobilize HRP enzimi, 15 kez kullamldiginda baslangig
aktivitesinin % 30,45’ ini korurken, immobilize lakkaz ve lipaz enzimleri, 10
kez kullanildiginda baslangi¢ aktivitelerinin sirasiyla, % 15, 48 ve % 25,

37’sini koruduklar1 gézlenmistir.

Bu calismada gelistirilen Immobilize HRP ve lakkaz enzimlerinin fenol
degradasyonunda kullanilabilirligi gosterilmistir. Ayrica serbest lipaz gibi

immobilize lipaz enziminin de farkli yag tiirlerini hidroliz ettigi gdzlenmistir.
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