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IMMOBILIZASYONUNDA KULLANILMASI

Arzu CAKET
Cumhuriyet Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyokimya Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. H. Nursevin OZTOP

2013, 84 sayfa

Invertaz immobilizasyonunda kullanilmak {izere poli(metakrilamit) hidrojeli ve
yeni bir kompozit hidrojel olan poli(metakrilamit/sepiyolit) hidrojelinin (PMS)
sentezlenmesi, karakterizasyonu, invertaz immobilizasyonunda kullanilmasi ve
immobilize invertazin 6zelliklerinin arastirilmasi amaclanmistir. PM hidrojeli radikalik
katilma tepkimesiyle, PMS kompozit hidrojeli sulu ortamda sepiyolit varliginda
metakrilamitin radikalik katilma tepkimesiyle hazirlandi. Hidrojellerin karakterizasyonu
icin FTIR/ATR analizi, termogravimetrik analiz ve sisme denemeleri yapildi. PM ve
PMS hidrojellerine invertaz immobilize edilerek immobilize invertazlar (PMI ve PMSI)
olusturuldu. Immobilize invertazlarm optimum pH, optimum sicaklik, kinetik
parametrelerin bulunmasi, termal kararlilik, kullanim kararlilig1 ve saklama kararliligi

deneyleri gergeklestirildi.

FTIR/ATR spektrumunda metakrilamit ve sepiyolit i¢in karakteristik pikler
saptandi. Isisal analiz deneyleri hidrojellerin ii¢ basamakli 1sisal bozunma tepkimesi
verdigini gosterdi. Sisme denemeleri sonucunda maksimum sisme degeri (Smax) PM i¢in

25 °C'ta 3.42, 60 °C'ta 2.57, PMSI i¢in 25 °C’ta 2.47, 60 °C’ta 2.24 olarak bulundu.



Immobilize invertaz deneylerinde optimum pH degerleri serbest invertaz (I), PMI ve
PMSI igin sirasiyla 6.0, 4.0 ve 3.0, optimum sicaklik degerleri I, PMI ve PMSI igin
sirastyla 30 °C, 30 °C ve 50 °C olarak bulundu. Serbest invertaz ve PMI ve PMSI i¢in
Vmax degerleri sirasiyla 1.68 pmol dk?, 3,64 umol dk? ve 7.84 umol dk? ve Kp
degerleri 7.17 mM, 3525 mM ve 7141 mM olarak bulunmustur. Immobilize
invertazlar serbest invertaza gore yiliksek termal, kullanim ve saklama kararliligina
sahiptir. Bu sonuglar poli(metakrilamit) ve poli(metakrilamit/sepiyolit hidrojellerinin

invertaz immobilizasyonu i¢in uygun destek olabilecegini gostermistir.
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The aim of the present study is preparation and characterization of
poly(methacrylamide) hydrogel (PM) and a novel composite hydrogel,
poly(methacrylamide/sepiolite) hydrogel (PMS) for immobilization of invertase and
investigation of the enzymatic performance of this hydrogel. PM hydrogel was prepared
by free radikal crosslinking of methacrylamide, PMS hydrogel was prepared by free
radical crosslinking of methacrylamide and sepiolite in aqueous solution. FTIR/ATR
analysis, thermal analysis and assays of swelling were done for characterization of
hydrogels. Then invertase was immobilized onto this hydrogels and immobilized
invertases (PMI and PMSI) were prepared. The assays of optimum pH, optimum

temperature, Kinetic parameters, thermal, operational and storage stability were done.

In FTIR analysis the characteristic bands of methacrylamide and sepiolite were
detected. In the experiments of thermal analysis, three types of the decomposition
region of the hydrogels were found. In the swelling experiments the maximum swelling
of PM (Smax) Was found to be 3.42 at 25 °C and found to be 2.57 at 60 °C and the
maximum swelling of PMS was found to be 2.47 at 25 °C and found to be 2.24 at 60 °C.
Optimum pH values for free invertase, PMI and PMSI were found to be 6.0, 4.0 and 3.0
respectively, and the optimum temperatures are 30 °C, 30 °C and 50 °C for free

Vil



invertase, PMI and PMSI. It was found that K, values of free invertase, PMI and PMSI
were 7.17 mM, 35.25 mM and 71,41 mM respectively. Vax values were found that 1.68
umole min™ for free invertase, 3,64 pmole min™ and 7.84 pmole min® for PMSI
respectively. The invertase immobilized hydrogels showed excellent temperature,
storage and operational stability. These results showed that
poly(methacrylamide/sepiolite) composite hydrogel is suitable support for

immobilization of invertase.
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1.GIRIS

Enzimler etkinlesme enerjisini diisiiren, yasayan hiicreler i¢inde gergeklesen
kimyasal tepkimeleri hizlandiran biyolojik katalizorlerdir. Enzimler son derece
Ozgiildiirler bu ylizden biitiin kimyasal tepkimelere katilmazlar, tepkime boyunca
degistirilemezler ve hizli ¢aligirlar. Yapilarini olusturan amino asitlerin primer dizilisi
genler tarafindan belirlenen siraya gore olusur. Hiicre i¢inde gosterdikleri aktiviteyi
hiicre disinda da gosterebilmeleri nedeniyle enzimlerin birgogu hiicreden ayrilabilir ve
degisik ortamlarda kullanilabilirler. Enzimlerin bu 6zellikleri onlarin pek ¢ok kimyasal
ve endistriyel islemlerde kullanilmasina olanak saglar. Biyolojik deterjanlar, bira
endustrisi, siit endiistrisi, nisasta endiistrisi, tekstil endiistrisi, deri endiistrisi, tip ve

eczacilik alanlar1 enzimlerin kullanildigi alanlardir (Nelson ve Cox, 2005).

Hiicrelerde ¢ok onemli metabolik gorevleri olan enzimler ¢ok ¢esitli amaglar
icin kullanilmak {izere giinliikk hayata girmislerdir. Pek cok endiistriyel, analitik ve
Klinik siire¢lerde enzimler substrat ¢ozeltisi ile karistirilirlar ve tiriine dontstiiriildiikten
sonra ekonomik olarak geri kazanilmazlar. Enzimlerin sadece bir kere kullanilmalari
pahali olmalar1 nedeni ile stirecleri ekonomik olmaktan ¢ikmaktadir (Mormeneo ve
Sentandreu, 1982, Moreno ve ark., 1990). Bu nedenle immobilize edilerek, immobilize
enzimlerin kullanilmasi, kontrollii iirlin olusumu, elde edilen iiriinlerin kolayca
saflastirilmasi ve tekrar kullanim gibi islemi daha ekonomik hale getiren bir¢ok avantaj
saglamaktadir. Enzim immobilizasyonu ig¢in adsorpsiyon, polimerik jeller ya da
membranlar igerisine hapsetme, bifonksiyonel bir madde ile ¢apraz baglama ya da
kovalent baglama gibi birgok kimyasal ve fiziksel yontem kullanilmaktadir. Bu
yontemler arsinda polimerik destek {izerine adsorpsiyon yapilmasi en eski uygulamasi
kolay bir yontemdir. En 6nemli avantaji ise immobilize edilen enzimin aktifligini biiyiik
oOlglide veya tamamiyla korumasi ve tersinir bir yontem oldugundan destek maddesinin

ve enzimin baska amaglar icin tekrar kullanimina olanak saglamasidir (Oztop ve ark.,

2009).

Immobilize enzim calismalarinda en &nemli arastirma alan1 uygun destek
materyalinin bulunmasidir. Dogal ve yapay polimerik materyaller degisik islevsel
gruplara sahip olmalar1 ve proteinlerin dis gruplariyla kararli baglar olusturabilmeleri
nedeniyle yaygin olarak kullanilan desteklerdir. Polimer kompozitler makroskobik
olarak birbirinden ayr iki veya daha fazla malzemenin bir araya getirilmesi ile tiretilen

malzeme tiirlidiir. Son yillarda destek maddesi olarak ilgi ¢ekmektedir. Kompozit

1



malzeme teknolojisi bugiin hizla gelismekte ve hemen hergiin piyasaya yeni lriinler

sunulmaktadir (Oztop ve Hepokur, 2007).

Bu ¢alismada immobilizasyonda kullanmak ig¢in besin endiistrisinin 6nemli
enzimi olan invertaz secilmistir ve Destek materyal olarak hidrojel ve Kil-polimer
kompozit  hidrojellerinin  (poli(metakrilamit) ~ ve  poli(metakrilamit)/sepiyolit)
hazirlanmasi, karakterizasyon ¢alismalarindan sonra invertaz immobilizasyonunda
kullanilmast ve Immobilize invertazin optimum pH, optimum sicaklik, kinetik
parametrelerinin bulunmasi, termal kararlilik, pH kararliligi, saklama kararliligi ve

depolama kararliliginin saptanmas1 amaglanmustir.



2. INVERTAZ

Invertaz (B-D-fruktofuranozidaz E.C.3.2.1.26), dogada olduk¢a yaygin olarak
bulunan hidrolaz smifi enzimdir. Cok sayida al-p2-glikozidik bagm hidrolizini
katalizler (Guimaraes ve ark., 2007, Alvaro-Benito ve ark., 2007). invertaz, hafif krem
renkli, suda ¢dziinebilen, zengin karboksilik gruplu asidik bir enzimdir (Oztop ve
Hepokur, 2007). Yiyecek ve igecek endiistrisinde yaygin bir sekilde kullanilan invertaz,
invert seker (glukoz ve fruktoz) diretimi i¢in sukroz hidrolizini katalizleyen bir
glikoproteindir (Oztop ve ark, 2009, Dizge ve ark., 2007). Yiiksek mannoz igerigi
nedeniyle maya hiicre dis1 glikoproteinleri mannoproteinler olarak adlandirilirlar.
Invertaz, glikoprotein yapida bir salgi proteini olmasi nedeniyle hem glikoproteinlerin
islenmesine yonelik ¢alismalarda hem de proteinlerin hiicre i¢i tasinmasi, salgi yollari
ve cesitli sinyal molekiillerin arastirilmasinda uygun bir isaret protein olarak
kullanilmaktadir (Rodriguez ve ark., 2001). Saccharomyces cerevisiae invertazi
bunlardan biridir (Oztop ve Hepokur, 2007). Invertaz sukroz hidrolizinde
kullanildiginda olusan iiriinler glukoz ve fruktozdur (Chen ve ark., 2008, Oztop ve
Hepokur, 2007). Sukroz polarize 151k diizlemini saga, hidroliz sonucu olusan seker
karisimi ise polarize 151k diizlemini sola cevirir (Saldamli, 2005). Invertaz enziminin

katalizledigi tepkimenin mekanizmasi Sekil 2.1 de gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Sukrozun invertazla hidroliz tepkimesi (Guimaraes ve ark., 2007)
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Endiistriyel uygulamalar arasinda kolay kristallenen sukrozun invertaz
hidroliziyle fruktoz ve glukoza doniistiiriilmesi en 6nemli uygulamalardan biridir. Asit
ile hidroliz edildiginde de aymi fiiriin olusur. Fakat invert seker asit hidrolizi ile
olusturuldugunda elde edilen renkli {iriin invertaz hidrolizi sonucu olusan {iriin ile
karsilagtirildiginda, bu {irin renksiz oldugu i¢in daha avantajlidir (Emregiil ve ark.,

2005).

Sukrozun tatlilik derecesi 100 kabul edildiginde invert sekeri olusturan glukoz
ve fruktozun tatlilik derecesi 70 ve 180°dir. Bu nedenle invert seker esdeger miktardaki
sukrozdan daha fazla tathilik saglar ve sekerli iirlinlerin hazirlanmasinda yaygin olarak

kullanilir (Saldamli, 2005).

Invert seker yiiksek derisimlerde sukroza gore daha az kristallenme 6zelligine
sahip oldugundan tathi endiistrisinde, suni bal ve sivi sekerin endiistriyel iiretiminde de
kullanilir. Ayrica tirlinlerin uzun siire taze ve yumusak kalmasim saglar (Isik ve ark.,

2003).

Invertaz enzimi temel biyosensdr olarak kullanildiginda, agir metal iyonlarinin
Ozellikle civanin saptanmasinda kullanilir. Invertaz bazi gida fabrikalarinda, temizleme
asamasinda kullanilir. Invertaz dogal olarak da bulunabilir. Boceklerin fenomenlerinde,

nektarlarda, bal, polen, bitki, mantar ve bakterilerde bulunur (Oztop ve Hepokur, 2007).

2.1. invertaz Enziminin Cahsma Mekanizmasi

Asp-23, niikleofilik bir tepkime ile sukrozun fruktoz kismiyla kovalent bir ara
tiriin olusturur. Sukrozun glukoz kismi ise Glu-204ten bir proton alarak, glukoz olarak
ayrilir. Daha sonra, su molekiiliiniin niikleofilik tepkimesiyle fruktoz invertaz
enziminden ayrilir. Invertaz enziminin olasi tepkime mekanizmasi Sekil 2.2°de

gosterilmistir (Reddy ve Maley, 1996).
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Sekil 2.2. invertaz enziminin ¢aligma mekenizmasi (Reddy ve Maley, 1996)

2.2. invertaz Aktivite Analizi

Invertazin  aktivitesi farkli yontemler kullanilarak bulunmaktadir. Bu
yontemlerden biri sukroz hidrolizi sonucu olusan glukozun spektrofotometrik olarak

saptanmasidir.

Invertaz ile sukroz hidrolizi igin belli sicaklik ve pH'ta dengeye getirilmis
sukroz ¢Ozeltisine eklenen enzim 5-15 dakika arasinda inkiibe edilir. Tepkimenin
durdurulmasi i¢in karistm kaynar su banyosunda 5 dakika bekletilir. Bu zaman iginde

Sekil 2.1'deki tepkimeye gore sukroz glukoz ve fruktoza doniisiir.

Invertazla sukroz hidrolizi sonucu olusan glukozun spektrofotometrik analizi
icin kullanilan glukoz deney kiti (Sigma GAGO-20) c¢alisma yonteminde glukoz

oksidaz, peroksidaz enzimleriyle o-dianisidin ve H,SO,4 kulanilmaktadir.



Glukoz, glukoz oksidaz enzimi ile glukonik asit ve H,05 e ¢evrilir.

CH,0H

Glukoz oH  OH
Oksidaz O

+ H20+02__%

H

} + HzOz
\

OH

Hidrojen peroksit o-dianisidin ile peroksidaz varliginda tepkimeye girerek renkli

tirlin olusturur.

CH;0 OCH;
O O Peroksidaz (
HoN NH,
CH30 OCH,3
(indirgenmis) O-Dianisidin enksiz) (oksitlenmis) O-Dianisidinanverengi)

Ortalama eklenen siilfiirik asit oksitlenmis o-dianisidin ile tepkimeye girerek

kararl1 pembe renkli kompleks olusturur.

Oksitlenmis o-dianisidin + H,SO, ——> Pembe renkli kompleks

Tepkime sonucunda olusan bu kompleksin sogurumu UV-VIS spektrofotometrede 540
nm'de okunur. Olusan glukoz miktarinin saptanmasi ic¢in Esitlik 1 kullanilir

(www.sigmaaldrich.com/catalog).

Asso(6rnek) x standarttaki mg glukoz
Glukoz (mg)= (1)
Asgo(standart)

Bulunan glukoz miktarindan enzim aktivitesi dakikada hidrolizlenen mikromol

sukroz olarak hesaplanir.
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3. ENZiM IMMOBILIiZASYONU

Immobilizasyonun anlami enzimin katalitik aktivitesi korunurken kati
tastyicilara baglanmasi ya da belirli bir yere hapsedilmesidir. Enzim immobilizasyonu,
temel arasgtirmalar ve ticari ilgilerin teknik siireclerinde kullanilmak amaciyla

uygulanmaktadir (Cirpan ve ark., 2002).

Biyokatalizorler, enzimler ve hiicreler pH, sicaklik, tuzlar, ¢oziiciiler, kendi
kendini yok etme, inhibitorler ve zehirler gibi ¢evresel etkilerden korumak igin matris
icine siklikla immobilize edilir. Immobilizasyon biyokatalizriin daha kolay
kullanilmasima ve geri kazanilmasina olanak saglar (Oztop ve ark. 2002). Enzimler
endiistriyel amaglar icin biiyiik miktarlarda tiretilmektedir. Enzim immobilizasyonunun

baslica avantajlari sunlardir:

¢ Enzimin katalitik giicii bliyiik 6l¢iide kararlastirilmis olur.
+» Kolaylikla tekrar tekrar kullanilabilir.

% Uriinler saf olarak kolaylikla elde edilir.

% Siirekli tiretim yapilabilir.

¢ Analiz siiresi kisalir.

< Uretim maliyeti diiser.

Immobilize enzimlerin 6zellikleri, hem enzim hem de tasiyici materyalin
ozelliklerine baglidir. Bu ikisi ile immobilize enzim, kimyasal, biyokimyasal, mekanik
ve kinetik ozellikler kazanir (Oztop ve Hepokur, 2007, Oztop ve Cetinus, 2003).
Uygulamalarda immobilize enzimin bagarisi kullanilan tasiyicilarin bu o6zelliklerine
baghdir (Emregiil ve ark., 2005, Kotwal ve Shankar, 2009). immobilize enzimin
ozelligi kullanilan tasiyicinin yapisina ve immobilizasyon yontemine bagli olmasina

ragmen genellikle daha iyi termal ve pH kararliligi gosterir (Manuel ve ark., 2010).

Immobilize enzimin verimi hem baglanma sirasinda olan kayiplardan hem de
enzim molekiillerinin gozeneklerden yavas yavas sizmasi ile azalir. Bu olaylar
immobilizasyon verimini diisiiriir. Tepkime verimini artirmak i¢in alinabilecek dnlemler

sunlardir:

» Tastyicinin tanecik boyutlarini diigiirmek
» Yiiksek 6zgiil aktivitesi olan enzimlerde enzim yiikleme miktarini azaltmak

» Enzimi tasiyicit materyalin dis ylizeyine baglamak



Pek ¢ok degisik dogal veya yapay matriksler enzimlerin immobilizasyonunda
kullanilmaktadir (Oztop ve Hepokur, 2007). Enzim immobilizasyonu i¢in kullanilan
cesitli yontemler iki genel simifa ayrilabilir: Birincisi enzim ile kovalent baglarin
olustugu kimyasal yontemler, ikincisi ise enzim ve destek arasinda zayif etkilesimlerin

oldugu fiziksel yontemlerdir (Oztop ve Cetinus, 1999,).
3.1. Enzim immobilizasyon Yontemleri
3.1.1. Adsorbsiyon

Bir enzimin bir kati {izerinde fiziksel adsorbsiyonu immobilize enzim
hazirlamanin en basit yoludur. Yontem kati destek ile enzimin derisik bir ¢ozeltisinin
karistirilmasiyla, kati matriksin ylizeyi ve enzim proteini arasindaki 6zgiil olmayan
fiziksel etkilesimlere dayanir (Sekil 3.1). Adsorbsiyonun baslica avantaji genel olarak
herhangi bir reaktan kullanimini gerektirmemesidir. Sonug¢ olarak adsorbsiyon ucuz,
kolay uygulanan, kimyasal baglanmaya gore enzimin daha az aktivite kaybin1 saglayan
bir yontemdir. Ciinkii baglanma ¢ogunlukla hidrojen baglari, ¢oklu tuz kopriileri ve Van

der Waals kuvvetleriyle gergeklesir (Guisan, 2006).

Sekil 3.1. Adsorpsiyon yontemi ile immobilizasyon (Guisan, 2006)

Adsorbsiyon ile enzim immobilizasyonu pH, sicaklik, enzim-adsorban orani ve
iyon siddeti kosullarma baghdir. Yontemin en Onemli dezavantaji destekten
biyokatalizoriin sizintisidir. Desorpsiyon bir¢ok kosulda olusabilir. Bazi zamanlar
enzim kolaylikla desorbe edilebilir. Sicaklik, pH ve iyonik bagdaki cevresel
degisiklikler desorpsiyona sebep olabilir. Akis hizi, kabarcik olugmasi ve molekiil-
molekiil siirtiinmesi gibi fiziksel faktorler desorpsiyona yol acabilir. Ozgiil olmayan
baglanmada eger substrat, {irlin ve arta kalan kirlilikler destek ile etkilesirse sorunlar
ortaya ¢ikabilir. Vimax V& Kp parametrelerinin degigsmesine yol acabilir. Ayrica destek
materyallerine protonlarin baglanmast optimum pH'mn 1-2 birim degismesiyle

sonuglanabilir. Destege fazla yiikleme oldugunda diisiik katalitik aktiviteye yol acabilir.



Enzim molekiilii ve destek arasindaki uygun alan yoklugunda sterik engele bagli olarak

sorunlar olusabilir (Oztop ve Hepokur, 2007).

Adsorpsiyon yonteminde en ¢ok kullanilan adsorbentler aktif karbon, silika jel,
alimina, cam, nisasta, kil, concavalin A-Sefaroz, tanninaminoheksil selilloz, fenoksi
asetil seliilozdur (Guisan, 2006). Oztop ve ark. nin yaptig1 ¢alismalarda poli(akrilamit)'i
adsorbent olarak kullanmislardir (Oztop ve ark., 2009, Oztop ve ark., 2010).

3.1.2. Kovalent Baglanma

Immobilizasyon calismalarmin biiyiik kismi1 enzimle kat1 bir destek matriks
arasinda kovalent bag olusturmasina yoneliktir (Sekil 3.2). Tepkime tiirii segilirken,
tepkimenin enzim aktivitesinde azalmaya sebep olmayacak ve enzimin aktif merkezi,
kullanilan reaktanlar tarafindan etkilenmeyecek sekilde ¢alismaya uygun tepkimeler
secilmelidir (Guisan, 2006).

Sekil 3.2. Kovalent baglanma yontemi ile immobilizasyon (Guisan, 2006)

Kovalent baglanma yiiksek kararliligindan dolayr en c¢ok tercih edilen
yontemdir. Enzim ile suda ¢éziinmeyen aktiflestirilmis destek arasinda kovalent bag
olusumu enzimlerin immobilizasyonu i¢in sik¢a kullanilan bir yontemdir. Bu yontem
enzim tirevlerinin kararli olmasimni saglar ve enzimin ¢ozeltiye gegmesini engeller.
Kovalent baglanma genellikle enzimin yapis1 ve islevsel gruplarimin bilindigi

durumlarda kullanilir (Silva ve ark., 2009).

Kovalent bagli destek-enzim kompleksinin aktifligi dogal enziminkinden farkli
olabilir. Bu farkin biiylikligli tasiyici materyalin bigim ve biiyiikliigiine, etkinlesme
yonteminin dogasina, tasiyict materyalin bilesimine, enzim yapisina ve tepkime

strasindaki 6zgiil kosullara baglhdir.



Kovalent baglanma ile immobilizasyon iki basamakta gergeklestirilir. Birincisi
destek maddesinin aktiflestirilmesi, ikincisi enzimin kovalent baglanmasidir. Destek
maddesi hidroksil, karboksil, amino, tiyol gibi islevsel grup tasimalidir (Oztop ve
Hepokur, 2007). Uygun sartlar altinda proteinlerin kovalent bag yapacak gruplari
sunlardir: Arjinin ve lizinin g-amino ve a-amino gruplari, aspartat ve glutamatin a-
karboksil, B-karboksil ve Y-karboksil gruplari, tirozinin fenol halkasi, sisteinin tiol
grubu, serin ve treoninin hidroksil gruplari, histidinin imidazol grubu, triptofanin indol
grubu (Guisan, 2006). Immobilizasyon tepkimesinde tasiyicilarin  igerdigi
aktiflestiriciler olan diazonyum tuzu, asit azid, izosiyonat, imin, imido ester ve
halojeniirler gibi reaktif gruplar enzimlerin islevsel gruplart ile kovalent bag
olustururlar. Kovalent baglanma yontemi enzimler icin olduk¢a genis olarak
kullanilmasina ragmen, hiicrenin immobilizasyonu icin pek kullanilmamaktadir (Oztop

ve Hepokur, 2007).
3.1.3. Iyonik Baglanma

Bu yontem iyon degistirme yetenegine sahip suda c¢oziinmeyen tasiyicilara
enzimin iyonik baglanmasi ile gerceklesir. Bazi durumlarda iyonik baglanma yaninda

fiziksel adsorbsiyon da etkili olabilmektedir.

Iyonik  baglanma liman kosullarda gerceklestiginden enzimin
konformasyonunda ve aktif merkezinde degisiklige sebep olmaz. Ancak enzim ile
tasiyic1 arasindaki bag kovalent bag kadar giiclii olmadigindan enzim kagisi

olabilmektedir (Oztop ve Hepokur, 2007).

Iyonik baglanma ydnteminde sik¢a kullanilan adsorbentler katyon ve anyon
degistiriciler olarak ikiye ayrilmaktadir. Katyon degistiriciler: CM-seliiloz, dowex 50,
amberlite CG-50. Anyon degistiriciler: DEAE-seliiloz, DEAE-sefadeks, amberlite IR-
50 (Guisan, 2006).

SN
- -
=) [=]

Sekil 3.3. Iyonik baglanma yontemi ile immobilizasyon (Guisan, 2006)
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3.1.4. Capraz Baglanma

Enzim immobilizasyonu enzimlerin her birinin diger bir enzim molekiiliine
(Sekil 3.3) ya da suda ¢oziinmeyen bir matriksin fonksiyonel gruplarina molekiiller

arasi ¢apraz baglanmasiyla olusur (Guisan, 2006).

Sekil 3.4. Enzim molekiilleri arasi ¢apraz baglama (Guisan, 2006)

Capraz baglanma ile immobilizasyonda enzimlerin immobilizasyonu ¢ok basit
olmasina ragman enzimlerdeki 0Ozel islevsel gruplarin capraz baglayici olarak
kullanilabilmesi i¢in gereken kosullarin secilmesi zordur. Bu yontemin avantaji, tek bir
islemde enzimleri immobilize etmek i¢in iki veya ¢ok fonksiyonlu maddelerin
kullanilabilmesidir (Oztop ve Hepokur, 2007). Fakat bu yontemde enzimlerin ¢apraz
baglanmasinda bir kistm enzim molekiillerinin destek maddesi gibi davrandigindan
tepkimenin kontrolii zordur. Ayrica tepkime diisiik aktiviteyle sonuclanir. Genel olarak
capraz baglanmanim en iyi kullanimi diger bir yontem ile birlikte kullaniimasidir.

Yaygin olarak immobilize edilen enzimlerin kararliligin1 saglamada kullanilir.

Capraz baglama reaktanlarina Ornek olarak glutaraldehit, klorformat,
karbonildiimidazol, hetorahalkali halojeniirler, bioksiranlar, divinilsiilfonlar, p-

benzokinon, geg¢is metal iyonlar1 ve epiklorhidrinler verilebilir (Guisan, 2006).
3.1.5. Hapsetme

Enzimlerin polimer jellerin kafesleri ve yar1 gecirgen zarlar ig¢ine hapsetme

yontemleri olarak ikiye ayrilir ve Sekil 3.5'te gosterilmistir.
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Sekil 3.5. Hapsetme Yontemleri (Guisan, 2006)

3.1.5.1. Jel icine Hapsetme

Bu yontem disik mol kiitleli substrat ve tepkime {riinlerinin serbest
difiizyonuna olanak saglamaktadir; dolayisiyla biiyilkk mol kiitleli substrat ve iiriin
durumunda uygun degildir. Genel yontem enzimin hidrofilik bir matriksin sulu bir
¢ozeltide polimerizasyonu sirasinda enzimin hapsedilmesidir. Enzim ve polimer matriks
arsinda hicbir bag yoktur (Guisan, 2006). En ¢ok kullanilan polimer N,N'-
metilenbisakrilamid ile ¢apraz baglanmis poliakrilamiddir. Polimerlesme olustugunda,
enzim molekiilleri, ¢apraz baglar arasinda hapsedilmekte ve ¢ozeltiye gecmeleri
engellenmektedir. Capraz bag yiizdesi, enzim molekiillerinin hapsedilebilecegi ve
substrat molekiillerinin enzim molekiillerine ulasabilecegi oranda ayarlanmalidir. Bu
yontem basit oldugundan ve ¢ok az bir enzimle gerceklestirilebildiginden avantajlidir

(Oztop ve Hepokur, 2007).
3.1.5.2. Mikrokapsiilleme

Mikrokapsiilleme enzim molekiillerinin yar1 gecirgen bir membran iginde
hapsedilmesidir. Biiyiik proteinler ya da enzimler kapsiiliin i¢ine gecemez, kiiciik
substratlar ve lriinler yar1 gegirgen zardan kolayca gecebilir. Bir¢ok materyal 10-100

um capinda ¢esitli mikrokapsiilleri olusturmak i¢in kullanilir.

Mikrokapsiilleme ile hapsetme yonteminde herhangi bir modifikasyon
olmadigindan enzim aktifligi serbest enzim aktifligine ¢cok yakindir. Bu yontem ile
olduk¢a biiylik yiizey-hacim oranina ulasilir. Yiizey-hacim oraninin biiyiik olmasi,
mikrokapsiil iginde olusan enzim substrat tepkimesini artirir. Mikrokapsiil olugumu
sirasinda yliksek protein derisimine gerek olmasi ve yiiksek mol kiitleli substrat ve

tiriinler igin sinirli olmasi ydntemin dezavantajidir (Oztop ve Hepokur, 2007).
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3.2. immobilizasyonun Avantajlar

Biyotip, biyoteknoloji ve besin endiistrisi alanlarinda enzimlerin uygulamalari
her zaman uygun ve optimal degildir. Bu nedenle enzimler termal kararliliklarini, geri
kazanimlarin1 ve kullanim kararliliklarmi artirmak icin immobilize edilitler (Oztop ve

Cetinus, 2003).

Immobilize enzimler Kkatalizdrler gibi kimyasal kullannmda biiyiik bir
potansiyele sahiptir. Biyobozunur olmasi, diisiik sicaklikta yiiksek Kkatalitik etki
gbstermesi ve dzgiilliigiinden dolayr klasik katalizorlere gére avantajlidir. Immobilize
enzim kullanimi tekrar kullanilabilirligi ve tepkime karisimlarindan kolayca
ayrilabildigi gibi iiretim maliyetini de distrtir (Vujcic ve ark, 2010). Ayrica Michaelis-
Menten sabiti (Ky) ve maksimum tepkime hizi (Vmax) kullanilan tasiyicinin yapisina ve
immobilizasyon yontemine bagli olmasina ragmen immobilize enzim daha iyi termal ve

pH kararliligi gostermektedir (Manuel ve ark., 2010).

Deneysel uygulamalar igin bitki ve hayvanlardan elde edilen enzimler,
endiistriyel uygulamalar i¢in  mikroorganizmalardan elde edilen enzimler
kullanilmaktadir. Ciinkii enzimlerin mikrobiyolojik kaynaklardan iiretimi, bitki ve
hayvanlardan elde edilmesinden daha diisiik maliyetli, liretim zaman1 daha kisa ve genis
aralikta iiretim yapilabilmektedir. Mikrobiyolojik hiicrelerden enzimlerin saflastiriimasi

yerine hiicrenin immobilize edilmesi daha avantajlidir. Sebepleri:

e Hiicre iginde mevcut olan enzimler gerekli metabolik yollarda organize edilirler.

e Dogal hiicrenin yeniden olusumuyla kullanim kararlilig artar.

e Hiicre materyali saflagtirilmis enzimlerden daha ucuz ve daha bol miktarlarda
bulunur.

e Enzim oziitleme veya saflastirma islemine gerek kalmaz.

e Enzimin aktivitesi i¢in gerekli koenzimler ve kofaktorler mevcut olup yeniden
olusma tepkimeleri hiicrede mevcut metabolik yontemlerle gerceklestirilir.

e Enzim kararlilig1 genellikle artar (Oztop ve Hepokur, 2007).

13



4. KOMPOZITLER

Iki veya daha fazla malzemenin, iyi 6zelliklerini bir araya getirmek ya da ortaya
yeni bir 6zellik ¢ikarmak i¢in, mikro veya makro seviyede heterojen karisimiyla olusan
malzemeye kompozit denir. Kompozit yap1 olusumuyla gelistirilmesi istenen 6zellikler

sOyle siralanabilir:

X/

« Korozyon dayanimi

% Yiiksek sicaklik 6zellikleri
% Elektrik iletkenligi

¢ Isil 1letkenlik

< Kiitle

% Fiyat

¢ Estetik goriiniim

Kompozit malzemeler recine (matris) ve takviye bilesenlerinden olusur.
Kompozitler temel olarak kalip gorevi goren regine ig¢ine gdmiilmiis siirekli veya
kirpilmis elyaflardan olusmaktadir. Bu bilesenler birbirleri i¢cinde ¢oziilmezler veya
karismazlar. Kompozit malzemelerde elyaf sertlik, saglamlik gibi yapisal 6zellikleri,
plastik recine malzemesi ise elyafin yapisal biitiinliigli olusturmasi i¢in birbirine
baglanmasi, yiiklin elyaf arasinda dagilmasini ve elyafin kimyasal etkilerden ve
atmosfer sartlarindan korunmasini saglar. Kompozit malzemeyi olusturan matris
(takviyelendirilen malzeme) ve takviyeleyici malzeme olarak iki ana madde vardir. Bu

yap1 elemanlarinin tiirleri Cizelge 4.1.’de gosterilmektedir (Anbarasan ve ark., 2010).

Cizelge 4.1 Kompozit malzemeyi olusturan matriks ve takviye malzemeleri

(Sahin, 2000)
Matris Malzemeler Takviye Elemanlari Kompozit Yapinin Sekli
Polimerler Lifler Tabakalar
Metaller Kil-Kristal Film-Folye
Seramikler Pudra Bal Petegi
Yonga Flament Sarilmis Yapilar
Graniil Kaplamalar
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Metal kompozitler (metal matrisli birlesik malzemeler; MMC); bir metalik faz ve
baz1 takviye malzemelerinden eritme, vakum emdirme, sicak presleme ve difiizyon
kaynag1 gibi ileri yontemler uygulanmasiyla elde edilirler. MMC ler daha ¢ok uzay ve

havacilik alanlarinda kullanilir.

Seramik kompozitler (seramik matrisli birlesik malzemeler; CMC); yapisal ve
islevsel nitelikli ileri teknoloji seramikleri igerirler. Baslicalar1 Al,O3, SiC, SizNg4, B4C,
TiC'dir. Bu bilesikler degisik yapilarda olup amaca gore bir ya da bir kag1 beraber
kullanilarak CMC'ler elde edilir. Sandvig¢ zirhlar, ¢esitli askeri amaglh parcalar yapimi

uzay araglar1 bu iiriinlerin baglica kullanim yerleridir.

Polimer kompozitler; endiistride ¢ok genis kullanim alanina sahiptir. Pekistirici
olarak cam ve karbon kullanilir. Polimer kompozitlerde kullanilan en 6nemli baglayici
malzeme polyester ve epoksidir. Pekistirici liflerin miktar1 arttikca kompozitin
dayaniklilig1 yiikselir. Polimer kompozitlerin en énemli 6zellikleri yiiksek dayaniklilig

ve elastikligidir (Oztop ve Hepokur, 2007).
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5. HIDROJELLER

Polimerler, ¢cok sayida ayn1 ya da farkli atomik gruplarin kimyasal baglarla az
veya ¢ok diizenli bigimde baglanarak olusturdugu uzun zincirli yiiksek mol kiitleli
bilesiklerdir. Polimerler, hidrofilik ve hidrofobik olarak iki gruba ayrilirlar (Oztop ve
Hepokur, 2007). Biiyiik miktarda su tutma yetenegine sahip, ti¢ boyutlu, ¢apraz baglh ve
biyomiihendislik, biyotip, gida endiistrisi, haberlesme teknolojisi, insaat endiistrisi,
kromotografi, su saflagtirma, ayirma islemleri ve tarimda uygulama alanlarina sahip
polimerler siiperabsorbent veya hidrojel olarak tanimlanir (Karadag ve ark., 2004).
Hidrojeller, ¢oziilmeden su tutma yetenegine sahip oldugundan biyoaktif bilesiklerin
immobilizasyonunda tercih edilmektedir (Saraydin ve ark., 2001). Biyomolekiiller ve
hiicreler c¢esitli yontemlerin kullanilmasiyla farkli destekler iizerine ya da igine
immobilize edilebilirler. Immobilize edilen molekiiller ve hiicreler biyolojik

aktivitelerini uzun siire tutmak i¢in daha uygundur (Karadag ve ark., 1994).

Hidrojeller pH, sicaklik, iyonik gii¢ gibi ¢evresel degisimlerden etkilenebilirler.
Doku miihendisligi, yapay kas, algilama sistemleri gibi uygulamalarda bu degisimler
oldukca 6nemlidir (Bajpai ve Singh, 2005). Ayrica hidrojeller kontak lens ve yapay
kornea gibi tip alanlarinda da kullanilmaktadir (Saraydin ve ark., 2005).

Hidrojellerin  fiziksel ve kimyasal Ozellikleri hangi monomerlerden ve
polimerlerden olusturulduguna baghdir. Jelatin, polisakkaridaz, capraz bagli polimer,
polielektrot bilesikler igeren gesitli kimyasal maddelerden olusabilir (Karadag ve ark.,

1994).

Fiziksel ve kimyasal yapilarina bagl olarak nétral, iyonik ve i¢ ice gecmis ag
yapilar olmak tizere li¢ tip hidrojel vardir. Bir polimerin hidrojel 6zelligi gosterebilmesi
icin ana zincir ya da dallarinda hidroksil, karbonil, karboksil, amin, amid ve siilfonil
gibi hidrojen bagi olusturabilme 6zelligine sahip su sever gruplarin bulunmasi gerekir.
Bu gruplardan dolay1 bagli duruma gegen su nedeniyle jelin hacmi ve kiitlesi artar, jel
sismeye baglar. Jeldeki su sever gruplarin artmasi ile jelin sismeside artar. Sigmis bir
hidrojelde ¢ tiir su bulunmaktadir. Polimerin polar gruplari ile hidrojen baglar1 yapan
bagli sudur. Polimerin su sevmez grubu ¢evresinde toplanan ve sikica bagli olmayan su
ara ylizey suyudur. Bir bag olmaksizin fiziksel olarak gozenek iginde yer alan su serbest
sudur (Oztop ve Hepokur, 2007).
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6. METAKRILAMIT

Geligen yeni polimer sentez yontemleri sayesinde her giin yeni polimerler elde
edilmektedir. Fonksiyonel gruplar, temel polimer zincirine, dogal o6zelliklerinden
oldukca farkli 6zel bir karakter kazandirirlar; dolayisiyla substituentlerin bulundugu
pozisyonlarin ¢esitliligine bagli olarak sentezlenen monomerlerin, monomer reaktivite
oranlari, camst geg¢is sicakliklari, antimikrobiyal oOzellikleri gibi karakteristik

ozelliklerine oldukga ¢esitlilik kazandirirlar (Vogl, 1996).

Poliamitler dnemli kondenzasyon polimerlerinden biridir. proteinlerde tekrar
edilen birimlerin a-amino asitlerden geldigini ve amino asitlerinde tekrar eden polimer
zinciri bulundugundan, poliamitlerin en &nemli proteinler oldugu soylenebilir
(Solomons ve Frhyle, 2002). Poliakrilamitler, amorf ve suda ¢6ziinebilir olduklar1 i¢in
endiistri ve ziraatta ¢okga kullanilirlar. Bu nedenle kataliz, polimer karisimlart ve
biyomedikal gibi temel ¢alismalarda oldukga ilgi ¢gekmektedirler. Sulu siispansiyonlarda
katilar1 pihtilastirma ozelligine dayanilarak kagit endustrisinde, sulu proseslerde,

madencilikte kullanilirlar.

Fonksiyonel bir monomer olan metakrilamit monomerleri ve polimerleri organik
polimer sentezinde onemli bir yere sahiptir. Radikalik N-monosubstitue metakrilamit
monomerleri ve kopolimerleri laboratuvarlarda ¢okga sentezlenen maddelerdendir.

Metakrilamitin kimyasal yapis1 Sekil 6.1'de gosterilmistir.

CHy
|

H.C=C
|
Cc=0
|
NH2

Sekil 6.1. Metakrilamitin genel yapisi

Polimetakrilamit tiirevleri biyomedikal gibi ¢esitli uygulamalarda suda ¢6ziinen
polimerler olarak bilinirler. Ayrica N-(2-hidroksipropil)metakrilamit (HPMA)
kopolimerleri antikanser ilag yapiminda kullanilirlar (Wang ve ark., 2007).

Metakrilamitler ve bunlarin N-monosubstitue tiirevleri asidik amit protonlarindan dolay1
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yalnizca radikalik metotla polimerize edilebilirler. Biyokimyasal uygunlugu sayesinde
biyomedikalde polimerlerin kullanimi ile metakrilamit ve akrilamit tiirevleri biiylik bir

ilgi gormistiir (Jhon ve ark., 1997).

Bazi metakrilamit polimerleri ilag yapiminda kullanilmis ayrica safra asidi gibi
dogal bilesikler de yeni polimerlerin hazirlanmasinda kullanilmistir. Son zamanlarda
safra asit tlirevleri ile hazirlanan 1s1 hassasiyetli kopolimerler ¢ok sayida makalede yer
almistir. Son yillarda her alanda kullanilmaya baslanan metakrilamitlerden ilag
endiistrisi, ingaat, sanayi, biyosensor yapimi ve tibbi malzeme yapimi gibi bir¢ok alanda
yararlanilmaktadir. Bu amagla bu polimerlerin 6zellikleri her gegen giin daha da

tyilestirilip gelistirilmektedir (Avoce ve ark., 2003).
6.1. Metakrilamit ile Yapilan Cahsmalar

Metakrilamitle ilgili ¢ok fazla ¢alisma mevcuttur. Bu calismalardan bir kagi

asagida verilmistir:

Paleologos E.K. ve Kontominas M.G.. Akrilamit ve metakrilamitin UV ve sivi
kromatografisindeki  yiiksek performanslarii  belirlemislerdir ~ (Paleologos ve
Kontominas, 2005).

V.D. Athawale ve ark. agar iizerine metarilamitin serbest radikal

kopolimerlesmesini incelemislerdir (Athawale ve Padwaldesai, 1998).

Jun Nie ve ark. olas1 bir, dis kaplamas1 gibi N-izopropil, N-metakriloksietil

metakrilamit'i sentezleyip, karakterizasyonunu incelemislerdir (Nie ve ark., 2000).
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7. KiL

Killer tabakali yapiya sahip, bol bulunan, ucuz ve dogal minerallerdir (EKici ve

ark., 2006). Mineroloji kaynaklarinda ti¢ farkli kil tanimi1 yapilmaktadir. Bunlar:

e Yaricap1 1/256 mm den daha kii¢iik olan minerallerin kesri,
e Kil boyutunda olan sediment parcaciklariin tiimii,

e Filosilikat grubunu iceren minerallerdir.

Killer dogada bol bulunmasina ragmen saf kil bulmak olduk¢a zordur. Kilin
icerisinde en c¢ok kalker, silis, mika ve demir oksit bulunur. Genellikle 0,002 mm"den
daha kiiclik taneli malzemeye kil denilmektedir. Kil sarimsi, kirmizimsi ve esmer
olabilir. Bu 0zelligini bilesiminde bulunan yanici maddeler verir. Kilin su ¢ekme
ozelliginden dolay1 her zaman nemlidir. Kil ¢ok saf oldugu zaman hidrate aliimin silikat
(kaolinit) adin1 alir. Ve kaolinitin kimyasal formiilii, Al,03.5i0,.2H,0 dur (Oztop ve
Hepokur, 2007).

Kil mineralleri T,0s (T=Si, Al, Fe*s vb.) bilesiminde iki boyutlu siirekli
tetrahedral tabakalar igerirler. Tetrahedronlar paylasilamayan koseleri tabaka disina
yonelmek lizere li¢c kosesini kendi aralarinda paylasarak tetrahedral tabakalari olusturur.
Tetrahedral birim, igerisinde oktahedronlarin olusturdugu oktahedral tabakalara ve
katyonlara baglidir. iki tiirlii oktahedral tabaka bulunup, oktahedronlarin hepsinde veya
ticte ikisinde katyon bulunmasina gore trioktahedral ve dioktahedral adini alir

(Kigtikgelebi ve ark., 2000).

Killer, su ile karistirildiklarinda plastik ve daha fazla su ilavesinde kolloid
ozellik kazanirlar. Bu 6zellikleri onlarin mekanik ya da dokiim yolu ile kalic1 bir sekil
verilmesini saglar. Pisirilen killer ise sert ve dayanikli iiriinler meydana getirirler. Sulu
veya diger c¢ozeltilerdeki kolloid killer, baz1 organik maddeleri ve katyonlar1 absorbe

eder.

Kil tabakalar1 hidrofilik, ¢ogu polimer ise hidrofobiktir. Polimer ve kilin
etkilesimini artirmak i¢in; kil inorganik katyonlarin iyon degisimi ile organofilik olana
kadar modifiye edilir. Genellikle uzun zincirlerin sonunda bulunan amonyum kullanilir.
Sekil 7.1"de iyon degisimi ile silikat tabakalar1 arasinda amonyum iyonlarinin etkilesimi

goriilmektedir. Bu modifikasyondan sonra kil, organo kil olarak adlandirilir. Modifiye
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kil daha fazla organofiliktir. Yiizey enerjisi daha diisiiktiir ve organik polimerler i¢in

daha uygundur (Zheng, 2005).

\ ﬁk: C>
P — I
__—..--—‘_W R3 Tabakah &R - @D

Bne Organofilik
tabakah silikat

Alkil amonyum iyonlan

Sekil 7.1. Kilin iyon degisim islemi (Zheng, 2005)

Alkil amonyum iyonlari; tabakalar arasinda yerlesmis iyonlarla ¢ok kolay yer
degistirdikleri i¢in yaygin olarak kullanilirlar. Alkil amonyum iyonlarinin tabakalar
arasinda farkli yapilar olusturmasi, kil tabakasinin yiik yogunluguna baglidir. Amonyum
iyonlarinin, silikat tabakalar1 arasinda elektrostatik etkilesimi diisiirmesinden dolay1

polimerin i¢inde dagilimi kolaylasir (Zheng, 2005).

Killer ucuz ve kolay bulunabildiginden dolayr kullanimi fazladir. Uzerlerinde
negatif yiik tasidiklarindan pozitif yiikli tiirleri kolayca adsorplayabilirler. Bu
adsorplama kilin yiizey alan1 ve gézeneklerin biiyiikliigiine baghdir (Oztop ve Hepokur,
2007). Tekstil ve boya sanayisinde bilinen iyi adsorbanlardir. Cogu kil mineralleri

organik ve inorganik molekiilleri adsorplayabilmektedir (EKici ve ark., 2006).
7.1. Sepiyolit

Killer tabaka yapilarindaki farkliliktan dolayr smiflandirilabilirler. Bunlar
montmorillonit, kaolinit, bentonit ve sepiyolittir (Oztop ve Hepokur, 2007). Sepiyolit,
paligorskit-sepiyolit grubuna ait, magnezyum hidrosilikattan ibaret bir kil minarelidir.
Sepiyolitin kimyasal formiili MggSi;2030(OH)4(H20)48H,0 seklindedir (Giustetto ve
ark., 2011).

Sepiyolit, dogada saf, kil ya da kil dis1 minerallerle (6zellikle dolomit) karisik
halde bulunabilir. Gozenekli olanlar1 suda yiizdiiglinden denizkoptigii olarakta bilinir
(Saritas ve Arik, 1996). Dogada iki degisik yapida ¢okelmektedir. Bunlardan birincisi;

amorf, kompakt halde ve masif yumrular seklinde olan ve liiletas1 adi ile bilinen a-
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sepiyolit, ikincisi ise; kiigiik, yass1 ve yuvarlak partikiiller veya amorf agregalar halinde

olusan B-sepiyolit’tir (Tekin, 2004).

Sepiyolit genis yiizey alaniyla (340 m°g™ civari) agik bir yapiya ve bosluklarin
varligindan dolayr genis bir hacme (0,44 cm®g™) sahiptir (Oztop ve Hepokur, 2007).
Sepiyolit yiiksek yiizey aktivitesi, gozenekli ve genis yiizey alan1 oldugundan organik
tirler i¢in de etkili bir adsorbandir (Saritas ve Arik, 1996, Bingdl ve ark., 2010).
Aralikli oktahedral tabakalar ve T,Os (T= Si, Al) birlesimiyle araliksiz iki boyutlu
tetrahedral tabakalardan olusmustur. Yap1 i¢inde i¢ kanal olusumu oktahedral tabakada
aralikli olmasina neden olur, bu da yiiksek adsorplama kapasitesini gosterir (EKici ve
ark., 2006). Sepiyolitin dis yiizey alan1 ve gozenek alani olmak iizere toplam yiizey
alam yaklagik 550 — 700 m? g* kadardir. Yiizey alaninin bu derece fazla olmasi
sepiyolitin indirgenme ve nitriirlenme hizin1 énemli dl¢iide artirmaktadir (Oztop ve
Hepokur, 2007). Sepiyolit kimyasal bilesim ve renk durumuna gére kahverengi, bej ve
beyaz olmak iizere ii¢ ¢esittir. Kahverengi sepiyolitler yaklasik % 50-90 aras: sepiyolit
igerirken sepiyolitin disindaki yapiyr dolomit (CaMg(COs);) olusturmaktadir. Bej ve
beyaz sepiyolitlerin kahverengi sepiyolite gore sepiyolit miktari azalirken dolomit
miktar1 artmaktadir. Her {i¢ sepiyolit ¢esidi i¢inde endiistriyel 6nemi fazla olan sepiyolit

kahverengi sepiyolittir.

Ticari O6neme sahip baglica sepiyolit yataklar1 Nevada- ABD, Vallecas
Vicalvaro- Ispanya, Hunan- Cin, Eskisehir- Tiirkiye'de bulunmaktadir. Eskisehir
yakinlarindaki sepiyolit rezervleri Cizelge 7.1°de gosterilmistir

(http://www.maden.org.tr).

Cizelge 7.1. Eskisehir yakinlarindaki Bazi Bolgelerin Sepiyolit Rezervleri
(http://www.maden.org.tr)

BOLGE REZERV (ton)
Y ortikcayr 4.680.000
Kereztepe 3.200.000
Cerkezkireg 32.000.000
Sogiitliik 16.800.000
TOPLAM 56.680.000
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Sepiyolit, taban oksijen diizlemlerinden asagi ve yukari yonlerde diizenlenmis
Si-O tetrahedronlart ile oktahedral tabakalardan olusan bir kristal yapiya sahiptir.
Burada tepe oksijenleri ayn1 yonde olan tetrahedronlar, X- kesenine paralel olarak
uzanan seritleri olustururken, zit yonde olanlar1 da oktahedral katyonlara baglanarak lif
dogrultusunda (X-ekseni boyunca) siirekli, dik dogrultuda (Y-ekseni boyunca) sinirl
boyutta 2:1 katmanli yap1 olustururlar. Seritlerin sepiyolitte li¢, paligorskitte ise iki
piroksen zincirinin birbirine baglanmasiyla olusan genislikleri vardir. Seritler arasindaki
dikdortgen kanallarda, Ca ve Mg iyonlari ile degisen miktarlarda zeolitik su bulunur.
Yap1 formiiliinde H,O olarak gosterilen su molekiilleri ise serit kenarlarindaki
oktahedral Mga koordine olurlar. Sepiyolitin kristal yapis1 Sekil 7.2 de gosterilmistir
(Giustetto ve ark., 2011).
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Sekil 7.2. Sepiyolit kristalinin yapis1 (Alkan ve ark., 2006)
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Farkli konumlarda olmak iizere sepiyolitin yapisinda dort cesit su molekiilii

tanimlanmistir. Bunlar:

I.  Higroskopik su (kaba nem): Sepiyolit yiizeyine adsorplanmis su molekiilii.
Il.  Zeolitik su: Kendi aralarinda ve bagil su molekiilleri ile hidrojen bag1 yaparak
kanal iclerinde veya yiizeyde yerlesmis su molekiilii.
1. Bagil su (kristal suyu): Talk benzeri zincirlerin kenarlarinda bulunan ve yapidaki
oktahedral tabakanin u¢ magnezyum koordinasyonunda yer alan su molekiilii
IV. Hidroksil suyu (yap1 suyu): Yapidaki oktahedral tabakanin ortasinda
magnezyum koordinasyonunda hidroksil gruplarinin bozunmasi sonucu olusan

su molekiilii (EKici ve ark., 2006)

Kil minerallerinin i¢ yapilar1 ve kimyasal bilesimlerinden yararlanilarak yapilan
simiflamaya gore sepiyolit kristal killerin zincir yapili olan gruba aittir. Zincir yapisina
sahip minerallerin kristal yapilarinda ii¢ tiir aktif sogurma merkezi bulunmaktadir.

Bunlar:

e Tetrahedral silika tabakasindaki oksijen atomlari. Bu minerallerin tetrahedral
tabakalarindaki diisiik izomorf degisim derecelerinden dolay1 oksijen atomlari
zaylf elekron tastyicisidir ve bunlarin adsorbe tiirlerle etkilesimi de zayif
olacaktir.

e Yapidaki zincirlerin kenarlar1 da magnezyum iyonlar: ile koordine olmus su
molekiilleri (her Mg"L2 iyonu i¢in iki H,O molekiilii). Bunlar, sorplanan tiirlerle
hidrojen baglar1 olusturabilir.

o Lif ekseni boyunca uzanan Si-OH gruplaridir.

Bunlar tetrahedral tabakanin dig yiizeylerinde Si-O-Si baglarinin kirilmasi
sonucu olusurlar. Kirilmadan olusan artik ytik, bir proton veya bir hidroksil molekiilii
ile baglanarak yiikiinii notrlestirir. Bu gruplar, lif ekseni boyunca 5 A araliklarla dizilim
gosterir ve bunlarin sikligi, kristalin dogal yapist ile liflerin boyutlar ile iligkilidir. Bu
Si-OH gruplari, sepiyolitin dis yiizeyinde adsorplanan molekiillerle etkilesime girebilir
ve belirli organik reaktifler ile kovalent bag olusturma yetenegine sahiptir (Alverez,
1984).
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7.1.1. Sepiyolitin Kullanim Alanlari

Sepiyolit, Kkatalitik ve reolojik ozelliklerinden ve ayni zamanda genis
adsorpsiyon kapasitesinden dolayr yaygmn bir kullanim alanina sahiptir. Sepiyoliti
sogurma ozellikleri beyazlatic1 bir madde, siizme yardimci dolgu maddesi, endiistriyel
adsorbent ve pestisitleri tutmasi nedeniyle degerli kilarken reolojik 6zelliklerin asfalt
kaplamalarinda, ¢esitli kozmetik iirinlerin, boyalarin ve giibrelerin imalatinda degerli
kilmaktadir. Katalitik o6zellikleri ise sepiyoliti, katalizor tasiyici olmasi nedeni ile
onemli kilmaktadir. Sepiyolitin ¢esitli kullanim alanlar1 Cizelge 7.2.°de verilmistir

(Alverez, 1984).

Sepiyolit kendi kiitlesinin %250 si kadar su tutabildiginden adsorplama
uygulamalarinda kullanilir (Giustetto ve ark., 2011). Ayrica yiiksek oranda nem ve
organik buhart emme kapasitesine sahiptir. Baslangi¢ta adsorpsiyon hizi, silika jel ya da
aktif aliiminaya gore diisiik olmasina ragmen hekzan, benzen ve metil alkol gibi organik

sivilar1 ¢ok daha yiiksek kapasitede adsorplayabilir (Oztop ve Hepokur, 2007).

Cizelge 7.2. Sepiyolitin kullanim alanlar1 (Alverez, 1984)

Deterjan ve temizlik maddelerinde
Renk giderici madde
Deodarant etkili kagit ve karbonsuz kopya kagidi yapiminda
Hayvan altligi
Sogurma Ozellikleri Sigara filtrelerinde
flag sanayinde
Tarim ve bocek ilaglari tasiyicist

Sondaj gamuru olarak
Gres kalinlastirici olarak
Boyalarda
Poliesterlerde

Reolojik Ozellikler Kozmetiklerde
Tarimda Besicilikte
Kauguk sanayinde
Plastisollerde
Asfalt kaplamalarinda

Katalitik Uygulamalar ~ Katalizor tasiyicisi olarak

Seramik Uretiminde

Diger Uygulamalar Fren balatalarinda asbest yerine
Biyoreaktorlerde
Kaplanmis ark-kaynak elektronlarinda
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8. KOMPOZIT HIDROJELLERIN KARAKTERIZASYONU

Kompozit hidrojeller hazirlandiktan sonra 6zelliklerini aragtirmak i¢in ¢alismalar
yapilir. Ciinkii hazirlanan kompozit malzemeler kendisini olusturan bilesenlerden

birinin tek basina sahip olamadig1 6zelliklere sahiptir.

Kompozit hidrojellerin karakterizasyonu i¢in en temel yontemler spektroskopik
ve 1sisal Ozelliklerinin tanimlanmasina yonelik yontemlerdir. Bu yontemler ile birlikte

sisme Ozellikleri, difiizyon tiirii ve diflizyon mekanizmasi arastirilmalidir.
8.1. Spektroskopik Ozellikler

Kompozit hidrojellerin  karakterizasyonunda  kullanilan  spektroskopik
yontemlerden biri infrared (IR) spektroskopisidir. Giinlimiizde diisiik derisimlerdeki
orneklerle ¢aligsan, en zayif sogurumlart da duyarlilikla 6lgebilen Fourier doniisiimli IR

spektrofotometreleri (FTIR) kullanilmaktadir (Oztop ve Hepokur, 2007).
8.2. Isisal Ozellikler

Kompozit hidrojellerin 1sisal kararliliklarinin  belirlenmesinde  kullanilan
yontemlerden birisi termogravimetrik (TG) analizidir. Polimerler 1sitildiklarinda fiziksel
ve kimyasal degisikliklere ugrarlar. Isisal bozunma sirasinda olusan ugucu {irlinler
nedeniyle ortaya ¢ikan kiitle kayb1 termogravimetri ile incelenir. Kiitle kayb1 zamanin

ve sicakligim bir fonksiyonu olarak kaydedilir (Oztop ve Hepokur, 2007).
8.3. Sisme Davranisi ve Difiizyon Tiirii

Capraz bagli ag yapili polimerler olan hidrojeller uygun ¢o6ziicii ortamina
konduktan sonra ¢dOziicliniin yapiya girmesi ile siserler. Kompozit hidrojellerin
karakterizasyonunda sisme kinetiginin incelenmesi diflizyon tiirii ve mekanizmasinin
aydinlatilmasinda 6nemlidir. Polimerik yapilarin sisme kinetigi ve diflizyon tiirliniin

aciklanmasinda kullanilan en temel yasalar Fick yasalaridir. Polimerlerin sisme kinetigi:
F = kt" (2)

esitligi ile incelenmektedir. Bu esitlikte F: jelin t aninda aldigi ¢oziicii miktarinin
dengede alinan ¢oziicli miktarina orani, k: jelin ag yapisina bagli olarak degisen bir
sabit, n: ¢oziliciiniin difiizyon tiirlinii gosteren difiizyon {listelidir ve sisme kesri olarak

tanimlanir.
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Polimerlerde ¢oziiciiniin difiizyon hizi ve ¢oOziicii sisteminin durulma hizi
sismeyi denetleyen iki Onemli parametrelerdir. Diflizyon tiirli ve mekanizmasi bu

parametrelere bagl olarak asagidaki siniflandirmaya gore yapilir;

1. Fick tipi difiizyon (Durum 1): Durulma hizinin diflizyon hizindan daha biiyiik
oldugu ve denge sisme degerine kisa siirede ulasildigi difiizyon tiiriidiir (Singh
ve ark., 2007). Bu durumdaki sisme difiizyon ile denetlenir ve polimerik yapiya
giren veya yapidan cikan tiiriin miktar1 zamanin karekdkii ile orantili olarak
artar (n=0,5).

2. Siiper durum (Durum 2): Diflizyon hizinin durulma hizindan daha biiyiik oldugu
diflizyon tiiriidiir (n=1).

3. Fick tipi olmayan ya da anormal tip difiizyon (Durum 3): Sisme lizerinde

difiizlenme ve durulmanin ayni anda etkin oldugu difiizyon tiiriidiir (0,5<n<1).

Diflizyon tiiriiniin belirlenmesi i¢in n parametresinin bilinmesi gerekir. Difiizyon
iisteli n, sismenin heniliz dengeye ulasmadigi bolgede, jele giren ¢oziicii kesrinin
% 60°lik kesimini olusturdugu (F<0,6) zaman araligina kadar InF-Int grafiginin
egiminden hesaplanir (Peppas ve Ritger, 1987).
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9. GEREC VE YONTEM
9.1.Deneylerin Yapildig1 Yer ve Tarih

Bu ¢alisma Cumbhuriyet Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii Biyokimya
Arastirma Laboratuvari, Hidrojel Arastirma Laboratuvar1 ve Malatya Universitesi Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii'nde Haziran 2011 — Mayis 2013 tarihleri arasinda
yapilmustir.

9.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan kimyasal maddelerden; CH3COOH, CH3;COONa,
Na;HPQO,4, NaH,PO,4, H,SO,4, metakrilamid (M), N,N -metilenbisakrilamid (NNMBA),
amonyum persiilfat (APS) Merck (Darmstadt, Germany) firmasindan, sukroz, invertaz
(EC.3.2.1.26), glukoz deney Kkiti, N,N,N°,N -tetrametilendiamin (TEMED) Sigma
(St.Louis,USA) firmasindan saglandi.

9.3. Kullanilan Cihazlar

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

9.4. Kompozit Hidrojellerin Hazirlanmasi

Invertaz immobilizasyonunda kullanilmak iizere poli(metakrilamid); PM
homopolimerik hidrojel ve poli(metakrilamid)/sepiyolit; PMS kompozit hidrojeller

hazirlanmastir.

PM hidrojellerinin hazirlanmasi i¢in 0,05 mol metakrilamit monomeri, ¢apraz
baglayici olarak 25x10™* mol NNMBA, baslatici olarak 5x10™ mol APS ve hizlandirict
olarak 25x10* mol TEMED karistirildiktan sonra 18 mm ¢apli cam tiiplerin i¢inde, oda
sicakhiginda (23 °C’ta) 1 saat bekletilmistir. PMS kompozit hidrojellerin hazirlanmasi
icin 18 mm capli cam tiiplerin i¢inde 0,05 mol metakrilamit monomeri, 25x10™* mol
NNMBA suda ¢oziiliip, baslatici olarak 5x10™ mol APS, hizlandirict olarak 25x10™ mol
TEMED ve 212,5 mg sepiyolit karistirildiktan sonra, vortex tizerinde karistirilarak 20
dakikada oda sicakliginda kompozit hidrojeller olusturuldu. Uzun silindirik yapida elde
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edilen hidrojeller tiiplerin icerisinden c¢ikarilarak 3-4 mm boyutlarinda kesilip, oda

sicakliginda kurutulmustur.
9.5. Kompozit Hidrojellerinin Karakterizasyonu
9.5.1.Spektroskopik Analiz

Hazirlanan hidrojellerin spektroskopik analizi i¢in Nicolet-520 marka (Perkin
Elmer Spectrum 100 Pike Gladi ) FTIR/ATR kullanildi. PM ve PMS &rnekleri
ogiitillerek KBr ile disk haline getirildikten sonra 400-4000 cm* dalga sayis1 araliginda
FTIR spektrumlar1 alindi.

9.5.2. Isisal Analiz

Hidrojellerin 1sisal analizi i¢in termogravimetrik analiz yapildi. Yaklasik 10 mg
tartilarak ogiitiilen kuru 6rneklerin azot gazi (25 mL dk™) ortaminda ve 10 °C dk™
1sitma hizinda Shimadzu marka TGA-50 termogravimetrik analizérde termogramlari

alindi.
9.5.3. Sisme Deneyleri

Hidrojellerin dinamik sisme, pH duyarli denge sisme denemeleri kiitle 6lgtim

yontemiyle yapildi.
9.5.3.1. Dinamik Sisme Deneyleri

Sisme kinetiginin incelenmesi i¢in dinamik sisme denemeleri 25 °C ve 60 °C
sicakliklarda yapildi. Yaklagik 1,0 g kuru PM hidrojelleri ve PMS kompozit hidrojelleri
30 mL ¢ift damitik suyun i¢ine konarak sismeye birakildi. Diizenli zaman araliklarinda
kompozit hidrojeller sudan alarak yilizeyindeki su kurulanip tartildi ve yeniden

damitik su i¢ine birakildi. Bu islemlere sabit bir kiitle elde edilene kadar devam edildi.
9.5.3.2. Sismenin pH ile Degisimi

Degisik pH degerlerindeki (pH; 3,0-9,0) denge sisme denemeleri i¢in 50 mM
CH3COOH-CH3COONa ve 50 mM NayHPO4-NaH,PO4 tamponlart kullanildi. Kuru
kiitlesi tartilan PM ve PMS 6rnekleri tampon ¢ozeltilerde 25 °C ve 60 °C sicakliklarda
24 saat siireyle bekletildi. Dengede sisen hidrojeller ¢ozeltilerden alinarak kurulanip

tartildi.
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9.6. Invertazin PM Ve PMS Hidrojellerine Immobilizasyonu

Invertazin immobilizasyonu icin; PM hidrojel ve PMS kompozit hidrojelden
yaklagik olarak 1 g tartildi ve 50 mL 1 mg mL™ ik invertaz ¢ozeltisi i¢ine eklendi.
Calkalamali karistiricida 22°C ta 150 rpm karistirma ile 3 saat bekletildi. Bdylece PM
hidrojeline immobilize olmus invertazlar (PMI) ve PMS kompozit hidrojeline
immobilize olmus invertazlar (PMSI) olusturuldu. immobilize invertazlar damitik su ve
50 mM CH3;COOH-CH3;COONa tamponunda (pH; 4.,8) yikandi. Denemelerde
kullanilana dek +4°C sicaklikta saklandi.

9.7. Serbest Invertaz Deneyleri

Serbest invertazla optimum pH ve optimum sicakligin belirlenmesi, kinetik
parametreler olan Kp, ve Vmax'in bulunmasi, termal kararlilik ve saklama kararliliginin
aragtirtlmasi deneyleri yapildi. Serbest invertazin aktivitesi sukrozun invertaz katalizli
hidrolizi sonucu birim zamanda olusan glukoz miktarinin spektrofotometrik yontem ile

Olclimiiyle saptandi.
9.7.1. Serbest invertazin Aktivite Analizi

Serbest invertazin aktivitesinin saptanmasi i¢in diger boliimlerde istenen amaca
uygun pH degerindeki tampon c¢ozeltilerde hazirlanmis degisik derisimlerdeki sukroz
cozeltileri 37 °C'ta 5 dakika bekletilerek dengeye gelmeleri saglandi. Bu ¢ozeltilere 100
uL 1 mg mL™lik invertaz eklenip 37 °C'ta 15 dakika inkiibe edildi. Tepkimenin

durdurulmasi i¢in 6rnekler kaynar su banyosunda 5 dakika bekletildi.

Sukroz hidrolizi sonucu olusan glukoz miktarinin saptanmasi i¢in standart olarak
%0,1'lik benzoik asit icindeki 1 mg mL™? derisimde glukoz c¢ozeltisi kullanildi. Kor
deneme igin damitik su kullamildi. Orneklere, standarta ve kore glukoz deney Kkiti
(glukoz oksidaz, peroksidaz ve o-dianisidin igerir) eklendikten sonra 37 °C’ta 30 dakika
bekletildi. Her bir 6rnege 12 N H,SO,4 eklenerek tepkime durduruldu. Orneklerin ve
standartin sogurumu kore karst UV-VIS spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda
okundu. Gukoz miktar1 Bolim 2.2 deki Esitlik 1'e gore hesaplandi. Enzim aktivitesi ise

bulunan glukoz miktarindan pmol sukroz/dk olarak hesaplandi.
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9.7.2. Serbest Invertazin Optimum pH sinin Belirlenmesi

Serbest invertazin optimum pH'sinin belirlenmesi i¢in farkli pH'larda (50 mM
CH3COOH-CH3COONa pH; 3.0, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5 ve 50 mM Na;HPO,4-NaH,PO, pH;
6.0, 7.0, 8.0) tampon ¢d6zeltiler icindeki 100 mM 20 mL sukroz ¢6zeltisi hazirlanarak 37
°C'ta 5 dakika bekletildi. 100 uL 1 mg mL™'lik invertaz eklenip 37 °Cta 15 dakika
inkiibe edildi. Tepkimenin durdurulmasi i¢in 6rnekler kaynar su banyosunda 5 dakika
bekletildi. Bekleme isleminden sonra orneklerdeki glukoz miktart Boliim 9.7.1°deki

yonteme gore bulundu.
9.7.3. Serbest Invertazin Optimum sicakhginin Belirlenmesi

Serbest invertazin optimum sicakliginin belirlenmesi i¢in; 50 mM, enzimin
optimum pH degeri olan 6.0 asetat tamponunda hazirlanmis 100 mM 20 mL sukroz
cozeltileri degisik sicakliklarda (20,30,35,40,50,60,70 °C) 5 dakika bekletildi. Bu
¢ozeltilere 100 pL 1 mg mL™lik invertaz eklenerek her biri kendi sicakliginda 15
dakika inkiibe edildi. Tepkimenin durdurulmasi i¢in 6rnekler kaynar su banyosunda 5
dakika bekletildikten sonra Orneklerdeki glukoz miktar1 ve enzim aktivitesi Boliim

9.7.1'deki yonteme gore bulundu.
9.7.4. Serbest invertazin Kinetik Parametrelerinin Bulunmasi

Serbest invertazin optimum sicaklik ve optimum pH'1 belirlendikten sonra
optimum pH daki (pH; 6.0) tampon ¢6zeltilerde degisik derisimlerde sukroz ¢ozeltileri
(5- 300 mM) hazirland1. Bu ¢ozeltilere invertaz eklenerek optimum sicaklikta (30 °C)

sukroz hidrolizi, glukoz analizi ve enzim aktivitesi (Boliim 9.7.1) uygulandi.
9.7.5. Serbest Invertazin Termal Kararhhig

Serbest invertazin termal kararliliginin belirlenmesi i¢in 50 mM asetat (pH; 4,8)
tamponunda 1 mg mL™Vlik enzim ¢ozeltisi hazirlanip 50 °C ve 70 °C sicakliklarda
bekletildi. Belli zamanlarda bu ¢dzeltiden alinan 100 puL enzim 100 mM 20 mL sukroz
cozeltilerine eklendi, optimum pH (pH;6.0) ve sicaklikta (30 °C) sukroz hidrolizi
gerceklestirilerek glukoz analizi ve enzim aktivitesi (Bolim 9.7.1) uygulandi.
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9.7.6. Serbest Invertazin Saklama Kararlihg

Serbest invertazin saklama kararhligmin belirlenmesi igin; 10 mL 1 mg mL™
enzim c¢ozeltisi hazirland;, pH=4.8 asetat tamponunda ve +4°C’de saklandi. Bu
¢ozeltiden belli zaman araliklarinda 100 pL enzim alinarak 100 mM 20 mL sukroz
c¢ozeltilerine eklendi, optimum pH (pH;6.0) ve sicaklikta (30 °C) sukroz hidrolizi
gerceklestirilerek Bolim 9.7.1°deki yonteme gore glukoz analizi ve enzim ektivitesi

uygulandi.
9.8. immobilize Invertaz Deneyleri

Immobilize invertazin kararkterizasyonu i¢in PMI hidrojeli ve PMSI kompozit
hidrojelinin FTIR spektrumlari alindi. Optimum pH ve optimum sicakligin belirlenmesi,
kinetik parametreler olan K, Ve Vma'in bulunmasi, termal kararlilik, saklama
kararlilig, pH kararliligt ve kullanim kararliliginin arastirilmasi deneyleri yapildi.
Immobilize invertazin aktivitesi sukrozun invertaz katalizli hidrolizi sonucu birim

zamanda olusan glukoz miktarinin spektrofotometrik yontem ol¢limii ile saptandi.
9.8.1. PMI ve PMSI'1n Aktivite Analizi

PMI ve PMSI'in aktivitesinin saptanmasi i¢in istenen pH degerindeki tampon
cozeltilerde hazirlanmis degisik derisimlerdeki sukroz cozeltileri 37°C'ta 5 dakika
bekletilerek dengeye gelmeleri saglandi. Bu ¢ozeltilere yaklasik 1,0 g sismis PMI ve
PMSI eklenip 37°C’ta 15 dakika inkiibe edildi. Tepkimenin durdurulmasi igin
hidrojeller ortamdan uzaklastirildi. Orneklerdeki aktivite analizi Boliim 9.7.1 deki

yonteme gore yapildi.
9.8.2. PMI ve PMSI'1n Optimum pH'sinin Belirlenmesi

PMI ve PMSI'in optimum pH'smin belirlenmesi i¢in farkli pH'larda (50 mM
CH3COOH-CH3COONa pH; 3.0, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5 ve 50 mM Na,HPO,4-NaH,PO, pH;
6.0, 7.0, 8.0) tampon ¢dzeltiler hazirlandi. Bu tampon ¢ozeltilerden 100 mM 20 mL
sukroz ¢ozeltisi hazirlanarak 37°C’ta 5 dakika bekletilip dengeye gelmesi sagland.
Yaklasik 1,0 g sismis PMI ve PMSI hidrojelleri eklenip 37°C'ta 15 dakika inkiibe
edildi. Sukroz hidrolizi sonucu kompozit hidrojeller ¢ozeltiden alindi ve aktivite analizi

Bolim 9.7.1 deki yonteme gore bulundu.
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9.8.3. PMI ve PMSI'1n Optimum Sicakhiginin Belirlenmesi

PMI ve PMSI'in optimum sicakliginin belirlenmesi amaciyla PMI i¢in 50mM
CH3;COOH-CH3COONa (pH; 3.0), PMSI i¢cin CH3COOH-CH3;COONa (pH; 5.0)
(optimum pH degerleri) tamponunda hazirlanmigs 100mM 20 mL sukroz c¢ozeltileri
degisik sicakliklarda (20,30,35,40,50,60,70 °C) 5 dakika bekletildi. Yaklasik 1,0 g
sismig PMI ve PMSI hidrojelleri eklenip her biri kendi sicakliginda 15 dakika inkiibe
edildi. Sukroz hidrolizi sonucu kompozit hidrojeller ¢ozeltiden alindi ve aktivite analizi

Boliim 9.7.1"deki yonteme gore bulundu.
9.8.4. PMI ve PMSI'1n Kinetik Parametrelerinin Bulunmasi

PMI ve PMSI'in optimum sicaklik ve optimum pH'1 belirlendikten sonra
optimum pH'daki (PMI igin pH; 4.0, PMSI i¢in pH; 3.0) tampon ¢o6zeltilerde degisik
derisimlerde sukroz ¢ozeltileri (5-300 mM) hazirlandi. Bu ¢ozeltilere Yaklasik 1,0 g Ml
ve MSI hidrojelleri eklenip eklenerek optimum sicakliklarinda sukroz hidrolizi ve

glukoz analizi Boliim 9.7.1 deki yonteme gore uygulandi.
9.8.5. PMI ve PMSI'1n Termal Kararhhg

PMI ve PMSI'in termal kararliliginin belirlenmesi i¢in sismis PMI hidrojeli ve
PMSI kompozit hidrojelinden 1 g tartildi ve 50 mL 50mM asetat (pH; 4.8) tamponuna
konarak 50°C sicaklikta bekletildi. Belli zamanlarda bu kompozit hidrojeller almarak
100 mM 20 mL sukroz ¢ozeltilerine eklendi, sukroz hidrolizi gergeklestirildikten sonra
hidrojeller ¢ozeltiden alinip olusan glukoz miktar1 Boliim 9.7.1'deki yonteme gore

yapildi. Ayni islemler 70 °C sicaklik igin tekrarland.
9.8.6. PMI ve PMSI"1n Saklama Kararhhg:

Saklama kararliliginin belirlenmesi igin PMI ve PMSI hidrojellerinin optimum
sicaklik ve pH'ta sukroz hidrolizi ile aktivitesi belirlendikten sonra bu hidrojeller 50mM
asetat (pH; 4.8) tamponuna konarak +4 °C'ta bekletildi. Belli siirelerde bu ¢dzeltiden

alinan hidrojeller sukroz hidrolizi ve glukoz analizi deneylerinde kullanildi.
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9.8.7. PMI ve PMSI'1n pH Kararhh@

PMI ve PMSI'1n pH kararliliginin belirlenmesi i¢in yaklasik 1,0 g PMI ve PMSI
ornekleri tartilip degisik pH'lardaki (50 mM CH3;COOH-CH3;COONa pH; 3.0, 4.0, 4.5,
5.0, 5.5 ve 50 mM Na;HPO,-NaH,PO, pH; 6.0, 7.0, 8.0) tampon ¢dzeltiler i¢ine kondu
ve 30 dakika bekletildi. Buradan ¢ikarilan kompozit hidrojellerin sukroz analizi kendi
optimum pH tamponunda hazirlanmis 100 mM 20 mL sukroz ¢dzeltileri ile optimum
sicakliklarinda yapildi. Hidrojeller ¢ozeltiden alindiktan sonra olusan glukoz miktar

Boliim 9.7.1"deki yonteme gore yapildi.
9.8.8. PMI ve PMSI'1n Kullanim Kararhhgi

PMI ve PMSI'in kullanom kararliligmin belirlenmesi i¢in sismis PMI
hidrojelinden ve PMSI kompozit hidrojelinden yaklasik 1,0 g tartilarak 100 mM 20 mL
sukroz ¢ozeltisi ile kendi optimum pH ve optimum sicakliklarinda sukroz hidrolizi
gerceklestirilerek glukoz analizi yapildi. Ayni hidrojeller damitik su ve 5S0mM asetat
(4,8) tamponunda yikandiktan sonra 100 mM 20 mL sukroz ¢ozeltisi ile kendi optimum
pH ve optimum sicakliklarinda yeniden sukroz ve glukoz analizinde kullanildi. Bu

islem aktivite diisene kadar tekrarlandi.
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10. BULGULAR

10.1. Kompozit Hidrojellerin Hazirlanmasi

Invertaz immobilizasyonunda destek maddesi olarak poli(metakrilamid); PM ve

poli(metakrilamid)/sepiyolit; PMS hidrojelleri segilmistir. PM hidrojelleri metakrilamid

monomer, ¢apraz baglayici olarak NNMBA, baslatici olarak APS ve hizlandirici olarak

TEMED varliginda c¢ozeltide radikalik katilma tepkimesi ile hazirlanmistir. MS

kompozit hidrojelleri ise ayni karigima sepiyolit eklenerek hazirlanmistir.

PM hidrojelinin ¢ozeltide radikalik katilma tepkimesine ait olasi polimerlesme

mekanizmasi baglama, bilyiime ve sonlanma basamaklar1 halinde Sema 10.1 ve 10.2 te,

PMS kompozit hidrojelinin olusumu ise Sema 10.3 te gdsterilmistir.

(N H4)28208 — 2NH4Jr + 2804.
2804. + H,O — HSO, + *OH

Radikal= R® = SO,* veya *OH

CH3 cl:HS
|
R® + CH, =C — R-CH, - C*
[ I
C=0 C=0
|
|
NH, NH,
Metakrilamid (M) Monomerik radikal (MR)
CH3 CH3 CH3 CH3

R-CH,-C* + CH;=C — R-CH,-C-CH,-C*

C =0 CI =0 |C =0 c|: =0
|
MR M Metakrilamid radikal zinciri

Sema 10.1. Poli(metakrilamid) hidrojelinin olusumu i¢in 6nerilen baglama tepkimeleri
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CHs CHs; 0] O
| | 1] 1]

—— CH,-C-CH,—- C* + H.C=CH-C-NH-CH,—-NH-C-CH=CH, —
| |

C=0 (IZ =0
;\le NH;
Metakrilamid radikal zinciri N,N"-metilenbisakrilamid
CHs CHs; CH, CHs — —
| I | |
—_ CHg—CI:—CHz— (IZ— CH; - (Ij—CHz— (I:_Cj_ NH; AAAWA
C=0 c=0 C=0 CH,0 é
N N NH, e 1 VWAV
|
A
NH
b i )
NH
c=0
HC®
CH,
—— CH,- é -C=0
Hg(ll II\IHg

Capraz bagli polimer (PM)

Sema 10.2. Poli(metakrilamit) hidrojeli igin 6nerilen zincir biiylimesi ve
sonlanma tepkimeleri
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Sema 10.3. Kompozit hidrojel olusumu
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10.2. Kompozit Hidrojellerin Karakterizasyonu

Invertaz immobilizasyonunda kullanilmak {izere hazirlanan PM hidrojeli ve
PMS kompozit hidrojellerinin karakterizasyonu i¢in FTIR, TG analizleri ve sisme

deneyleri yapilmistir.
10.2.1. Spektroskopik Analiz

Hazirlanan kompozit hidrojellerin kimyasal yapilarin1 aydinlatmak i¢in gerekli
spektroskopik incelemeler, FTIR spektrofotometrsi ile yapilmistir. PM ve PMS
hidrojellerinin FTIR spektrumu alinarak Sekil 10.1 ve 10.2 “de sunulmustur.

Her iki spektrumda da 3000-3500 cm™ arasindaki genis bant metakrilamitin
amino grubundaki —-NH gerilme band1 ve sepiyolitin —OH gerilme bandi olabilir. 1042
cm™ band: sepiyolitteki Si-O gerilme bandi, 1664 cm™ bandi metakrilamitteki CO-NH
band: olabilir (Onal ve Celik, 2006, Chen ve ark., 2007, Singh ve ark., 2009).

10.2.2. Isisal Analiz (TG)

Hazirlanan PM ve PMS hidrojellerinin 1sisal bozunmalarinin incelenmesi igin
10 °C dk™ 1sitma hizinda, 20 °C ve 500 °C sicaklik arahginda azot atmosferinde

termogramlar1 alinmigtir ve Sekil 10.3 ile 10.4'da gosterilmistir.

Termogramlardan kompozitlerin ¢ok basamakli 1sisal bozunma tepkimesi
verdigi goriilmektedir. Termogramlardaki verilere gore, 200°C’ye kadar olan Kkiitle
kayb1 kompozitlerde yapisal bir bozunma olmadan yapidaki su kaybimi gosterir. 200 °C
ile 350 °C aras1 sepiyolit icin su kaybi oldugu sdylenmistir. Yaklasik 330 °C’de
dehidroksilasyon gerceklesir (Lemic ve ark., 2005) 300°C-450°C aras1 PM ve capraz
baglayicidaki amid yan gruplari, 450 °C"den sonra polimetakrilamit temel zincirlerinin
bozunmasi gergeklesir (Oztop ve Hepokur, 2007). Sepiyolit eklenmesi PM hidrojelinin
1s1sal 6zelligini degistirmistir ve biraz daha kararli olmasmi saglamistir. % 50 kiitle
kaybmin oldugu sicakliklarin PM igin 400 °C, PMS igin 420 °C olmas1 PMS nin 1sisal
kararliliginin daha yiiksek oldugu gostermistir.
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Sekil 10.1. PM hidrojelinin FTIR spekturumu
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Sekil 10.2. PMS hidrojelinin FTIR spekturumu
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10.2.3. Sisme Deneyleri

Hidrojellerin ¢oziicli ortaminda sigebilmeleri ¢oziicii ve hidrojelin dogasi ile
yakindan ilgilidir. Hazirlanan hidrojellerin sisme davranisinin arastirilmasi igin dinamik

sisme, pH duyarl denge sisme denemeleri kiitle 6l¢tim yontemiyle yapilmistir.
10.2.3.1. Dinamik Sisme

PM ve PMS kompozit hidrojellerinin dinamik sisme deneyleri kiitlesi 6l¢iilmiis
(mo) kuru kompozitlerin damitik suya eklenmesi ile iki farkli sicaklikta (25 °C ve 60 °C)
gerceklestirilmistir. Belli zaman araliklarinda kompozitler, sudan alinip kurutularak
yiizey suyundan armdirilmis ve sigsmis polimerlerin kiitlesi (m¢) bulunmustur. % sisme

(% S) degerleri esitlik 3 ten hesaplanmugtir.

%S = ="2%100 (3)
mo
Hesaplanan %S degerinin zamanla degisimini gosteren grafikler Sekil 10.5 ve

Sekil 10.6'de gosterilmistir.

Sekil 10.5 ve 10.6°den goriildiigii gibi kompozit hidrojellerin sismesi zamanla
artmis ve belli bir slire sonra sabit bir degere ulagsmistir. Sismenin bu degeri denge
sisme degeri olarak tanimlanir. Her iki sekilden goriilecegi gibi PM kompozitleri PMS
kompozitlerine gore daha fazla sismistir. Yapiya sepiyolit eklenmesi sismeyi

azaltmistir.
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Sekil 10.5. PM ve PMS hidrojellerinin 25 °C’ta sisme davranisinin zamanla degisimi
(PM: B ,PMS: @)
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Sekil 10.6. PM ve PMS hidrojellerinin 60 °C ta sisme davranisinin zamanla degisimi

(PM:H  PMS: @)
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Sekil 10.7 ve 10.8 ‘daki sisme egrileri sicakligin PM hidrojeline ve PMS
kompozit hidrojeline yaptig1 etkiyi gostermektedir. Sekil 10.7 incelendiginde sicaklik
artisinin PM hidrojelinin sismesini diislirdiigii goriilmektedir. Sekil 10.8 incelendiginde

ise sicaklik degisiminin PMS kompozit hidrojelinin sigsmesine etki etmedigi

goriilmektedir.
400
350
————
300
2
250
200
150
100
50
0 F———
600 800 1000 1200
Zaman/ dk
Sekil 10.7. PM hidrojellerinin sisme davranisinin sicaklikla degisimi
(25°C:@ 60°C:l)
400
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- 300
X
250 o—%—o—o
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50
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Sekil 10.8. PMS kompozit hidrojellerinin sisme davranisinin sicaklikla degisimi
(25°C:@ ,60°C: m)
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PM ve PMS kompozit hidrojellerinin sismesi ikinci derece kinetige

uygulanabilir.
t/S=A+Bt 4)

Burada B = 1/ Syax ; maksimum sigsme veya denge sismenin tersi, A = 1 / ks
Smax’ ; sismenin baslangi¢ hizinin tersidir (1 / r,) Ve Ks sisme hiz sabitidir (Saraydin ve
ark., 1999). Esitlik 4'e gore hidrojellerin t / S — t grafigi ¢izilmis ve Sekil 10.10 ve
Sekil 10.11°de gosterilmistir. Bu grafikten hesaplanan sisme hiz sabiti degerleri
Cizelge 10.1'de gosterilmistir.

Cizelge 10.1. PM hidrojeli ve PMS kompozit hidrojelinin farkli sicakliklardaki sisme

parametreleri

PM PMS

ro/ g su(g jel dk)™ 0,13 0,11

25°C  Smax/ g su (gjel)! 3,42 2,47
k/gijel dk (gsu)™ 4,0x10™ 4,8x10™

ro / g su(gjel dk)™? 0,51 0,17

60°C Smax/ g su (g jel)* 2,57 2,24
k/gijel dk (g su)™ 2,0x10* 7,9x10°

Cizelge 10.1°den goriildiigii gibi 25 °C ve 60 °Cta PM hidrojelinin gram
hidrojel basina aldig1 su miktar1 PMS hidrojeline gore daha fazladir.
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Sekil 10.9. PM ve PMS hidrojellerinin 25 °C’ta sisme hiz grafigi (PM:l, PMS:@)
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Sekil 10.10. PM ve PMS hidrojellerinin 60 °C’ta sisme hiz grafigi (PM: @, PMS:@)
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PM hidrojeli ve PMS kompozit hidrojeline su difiizyonunun dogasini incelemek
icin Boliim 6°daki Esitlik 2 den yararlanilmistir. Esitlik 2, sisme kinetigi egrilerindeki
kiitlesel artisin ilk % 60°lik boliimiine uygulanmistir. 25 °C ve 60 °Cta sisme icin InF —
In t grafikleri olusturulmus ve Sekil 10.11 ile 10.12'te gosterilmistir. Bu dogrularin
egiminden n diflizyon katsayisi, kesim noktasindan k degerleri bulunmus ve Cizelge

10.2"de gosterilmistir.

05 +

InF

15 &

-2,5-""I""I""I""I'"'I""I

ekil 10.11. PM ve PMS hidrojellerinin 25 °C’ta InF-Int grafigl (PM: B, PMS: @
] gralg

InF

05 +

-2,5-""I""I""I""I""I""I

Sekil 10.12. PM ve PMS hidrojellerinin 60 °Cta InF-Int grafigi
(PM:m, PMS:@ )
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Cizelge 10.2. PM ve PMS kompozit hidrojellerinin degisik sicakliklardaki sisme kinetik

parametreleri

PM PMS
T/°C n k n Kk
25 0,71 3,06 0,81 3,39
60 0,72 2,67 0,72 3,00

10.2.3.2. Sismenin pH ile Degisimi

Hazirlanan PM hidrojeli ve PMS kompozit hidrojelinin sisme davranislarina pH
etkisinin belirlenmesi i¢in pH 3 — 9'a ayarlanmis asetat ve fosfat tamponlar iginde 25

ve 60 °Cta denge sisme denemeleri yapilmistir.

Kuru halde ve tampon ¢ozeltilerde sismis olan hidrojellerin fotograflar1 Sekil 13
ve 14 de gosterilmistir. Fotograflardan goriildiigli gibi PM ve PMS hidrojelleri pH 3'te
daha fazla sisme gostermistir. Her iic halde de hidrojel yapis1 diizgiindiir, kopma

olmamustir ve silindirik yapidadir.

Kuru kiitleleri (mg) tartilan hidrojeller farkli pH'lardaki ¢ozeltilerde 24 saat
bekletilmigtir. Sismis hidrojeller tartilarak denge kiitlesi (mg) bulunmus ve bu
degerlerden Esitlik 5'e gore denge sisme yiizdesi; % Sq degerleri hesaplanmustir.
Sismenin pH ile degisimi Sekil 10.15 ve 10.16 da gosterilmistir.

md—mo

%Sy="—"2x100 (5)
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25°C pH=3 25°C pH=9

a b c
Sekil 10.13. PM hidrojelinin fotografi

a)kuru halde b) pH 3’te sismis halde c) pH 9’da sismis halde

25 0C pH=3 25 °C pH=9

a b c

Sekil 10.14. PMS hidrojelinin fotografi

a) kuru halde b) pH 3’te sismis halde ¢) pH 9’da sismis halde
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Sekil 10.15 PM hidrojellerinin sismesinin pH ile degisimi (25 °C: @,60°C: )
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Sekil 10.16 PMS kompozit hidrojellerinin sismesinin pH ile degisimi
(25°C.@,60°C:m)

Her iki hidrojel i¢in de en yiiksek sisme degeri pH 3'te bulunmustur. PM
hidrojelinde sisme pH artisiyla pH 6 ya kadar % 50 oraninda bir diisiis gostermis ve
sonra sabit kalmistir. PMS hidrojelinde ise sisme pH artisiyla pH 9’a kadar % 42
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oraninda bir diisiis gostermistir. Her iki sekilden farkli pH degerlerindeki sicaklik

degisiminin sigsmeyi etkilemedig goriilmeltedir.
10.3. invertazin PM Hidrojeline ve PMS Kompozit Hidrojeline immobilizasyonu

Invertazin immobilizasyonu i¢in hazirlanan ve karakterizasyonu yapilan PM
hidrojeli ve PMS kompozit hidrojeli invertaz ile etkilestirilerek PM'e immobilize

edilmis invertaz (PMI) ile PMS"e immobilize edilmis invertaz (PMSI) olusturulmustur.
10.4. Serbest Invertaz, PMI ve PMSI'1n Ozelliklerinin Arastirilmasi

Serbest ve immobilize invertazin optimum pH, optimum sicaklik, kinetik
parametreler olan Vmax ve Ky, degerleri bulunmustur. Ayrica serbest invertazin termal
kararlilik, saklama kararliligi ve kullanim kararliligi, PMI ve PMSI'nin termal
kararlilik, saklama kararliligi, pH kararliligi ve kullanim kararliligni deneyleri

yapilmistir.
10.4.1. Serbest invertaz, PMI ve PMSI"1n Optimum pH sinin Belirlenmesi

Serbest invertaz (1), PMI ve PMSI'in Optimum pH sinin Belirlenmesi i¢in enzim
miktari, substrat derisimi ve sicaklik sabit tutularak 50 mM CH3COOH-CH3;COONa ve
50 mM Na;HPO4-NaH,PO,4 tampon ¢ozeltilerde (pH; 3-8) invertaz aktivite deneyleri
yapilmis, bulunan aktivite degerleri % aktivite cinsinden hesaplanip pH ya kars1 grafige
gecirilmistir ve bu grafik Sekil 10.17"da gosterilmistir. Bu grafiklerden goriilecegi gibi
Serbest invertaz, PMI ve PMSI i Optimum pH degerleri sirasiyla 6.0, 4.0 ve 3.0 olarak

bulunmustur.
10.4.2. Serbest invertaz, PMI ve PMSI"1n Optimum Sicakhiginin Belirlenmesi

Serbest invertaz, PMI ve PMSI'm optimum sicakliginin belirlenmesi amaciyla
enzim miktar1, substrat derisimi ve optimum pH degerlerinde (pH; 6.0, 4.0, 3.0) degisen
sicakliklarda (20-70 °C) enzim aktivitesi bulunmustur. Aktivite degerleri % aktivite
cinsinden hesaplanip sicakliga karsi grafige gegirilmistir ve bu grafik Sekil 10.187de
gosterilmistir. Serbest invertaz, PMI ve PMSI 1n optimum sicaklik degerleri sirastyla 30
°C, 30 °C ve 50 °C olarak bulunmustur.
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Sekil 10.17. Serbest invertaz, PMI ve PMSI"n optimum pH grafigi
(I: A, PMI: mPMSI: @

120 ¢
100 +
80 -+
60 |
40 +

20 +

T/°C

Sekil 10.18. Serbest invertaz, PMI ve PMSI 1n optimum sicaklik grafigi
(A , PMI:®,PMSI: @)
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10.4.3. Serbest invertaz, PMI ve PMSI"1n Kinetik Parametrelerinin Bulunmasi

Serbest invertaz, PMI ve PMSI'in optimum sicaklik ve optimum pH
degerlerinde enzim miktar1 sabit tutularak degisen substrat derisimlerinde enzim
aktiviteleri hesaplanmistir. Michaelis — Menten grafigi ve bu grafiklerin dogrusal
kismindan Lineweaver — Burk grafikleri olusturulmustur. Bu grafikler serbest invertaz,

PMI ve PMSI igin sirastyla Sekil 10.19, 10.20, 10.21'te gosterilmistir.

2 -
=
©
>~
@]
=
2
>
0,4 -
0 +—
0 50 100 150 200 250 300 350
a)
[SI(mM)
1 -
y = 4,3494x + 0,5953
- R? = 0,9749
5
=
=3
4
T
>
S~
—
04 -
02 +
e B B B & e !
02 016 -012 -0,08 -0,04 0 0,04 0,08
b)

1/[SI(mM™)
Sekil 10.19. Serbest invertazin a) Michaleis- Menten b) Lineweaver-Burk grafigi

Sekil 10.19'deki grafikten serbest enzimin Vs degeri 1,68 pmol dk™ K, degeri
7,17 mM olarak bulunmustur.
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Sekil 10.20. PMI'1n a) Michaleis- Menten b) Lineweaver-Burk grafigi

Sekil 10.20°deki grafikten PMI'in Vi degeri 3,64 pmol dk? Ky, degeri 35,25

mM olarak bulunmustur.
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Sekil 10.21. PMSI'1n a) Michaleis- Menten b) Lineweaver-Burk grafigi

Sekil 10.21°deki grafikten PMSI'in Vmax degeri 7,84 pmol dk! Ky degeri 71,41

mM olarak bulunmustur.
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10.4.4. Serbest invertaz, PMI ve PMSI"in Termal Kararhhginin Belirlenmesi

Serbest invertaz, PMI ve PMSI'm termal kararliligmn belirlenmesi igin 50 °C
ve 70 °C sicakliklarda bekletilen &rneklere 150 dakika inkiibasyon siiresinde belli
zamanlarda aktivite analizi yapilmistir. Bulunan aktivite degereleri % aktivite olarak

hesaplanip zamana kars1 grafige gegirilmistir (Sekil 10.22 ve 10.23).

120

100 =

80 -t

% Aktivite

60 -+

20 +

Zaman/ dk

Sekil 10.22. Serbest invertaz, PMI ve PMSI'1n 50 °C ta termal kararlilig
(I:a,PMI: ®,PMSI: @ )

Sekil 10.22'ten goriilecegi gibi 50 °C’ta serbest enzim 80 dakikada aktivitesinin
yaklasik % 40’11 kaybetmistir. PMI ve PMSI 150. dakikada bile aktivitelerinin %

80"ini korumuslardir.
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Sekil 10.23. Serbest invertaz, PMI ve PMSI'1n 70 °C ta termal kararlilig1
(I: A, PMI: @, PMSI: @)

Sekil 10.23"dan goriilecegi gibi 70 °C ta bekletilmis olan serbest enzim ilk 20 dk
aktivite gosterirken 45. dk'dan itibaren hig¢ bir aktivite gostermemistir. PMI ve PMSI
orneklerinde ise zamanla yavas bir aktivite kayb1 vardir ve 150. dk ‘da aktivitesinin %

50sini korumuslardir.

10.4.5. Serbest Invertaz, PMI ve PMSI'min Saklama Kararhlhigmn

Belirlenmesi

Serbest invertaz, PMI ve PMSI'in saklama kararliliginin belirlenmesi igin
optimum sicaklik ve optimum pH degerlerinde sukroz hidrolizi ile aktivitesi
belirlendikten sonra asetat tamponuna (pH; 4.8) konarak +4 °C’ta saklanmustir. Serbest
invertaz, PMI ve PMSI ile belli zaman araliklarinda aktivite analizi yapilmigtir. Bulunan
aktivite degerleri % aktivite olarak hesaplanmis ve zamana kars1 grafige gegirilmistir

(Sekil 10.24).

Serbest enzim saklama kosullarinda 63 giin sonrasinda aktivitesinin % 95’ini
kaybetmistir. Bu siirede PMI aktivitesinin % 50 sini ve PMSI ise aktivitesinin % 80 ini

korumustur. PMSI daha yiiksek saklama kararlilig1 gostermistir.

55



120

100

% Aktivite

80 -f
60 -t
40 -+

20 +

Zaman / giin

Sekil 10.24.Serbest invertaz, PMI ve PMSI 1n saklama kararliligi
(I:A,PMI:®, PMSI: @)

10.4.6. PMI ve PMSI"1n pH Kararhhg:

PMI ve PMSI'in pH kararliliginin belirlenmesi amaciyla degisik pH'larda (3-8)
30 dakika bekletilen hidrojellerle kendi optimum pH ve optimum sicakliklarinda sukroz
hidrolizi yapilmistir. Bulunan aktivite degerlerinden % aktivite hesaplanarak pH'ya

kars1 grafige gecirilip, Sekil 10.25 de gosterilmistir.

120 ¢

100 -+

% Aktivite

80 -+ u

60

40 —+

pH

Sekil 10.25. PMI ve PMSI'm pH kararliligi (PMI: @ , PMSl:g )
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PMI pH; 4 ile pH; 6 arasinda PMSI pH; 3 ile pH; 5.5 arasinda yiiksek aktivite
verdigi gozlenmistir. pH; 6 ile pH; 8 arasinda ise PMI " % 40, PMSI "1n % 60 aktivite

kaybettigi gozlenmistir.
10.4.7. PMI ve PMSI"1n Kullamim Kararhhgi

PMI ve PMSI'in kullanim kararliliginin bulunmasin i¢in sukroz hidrolizi yapilan
ornekler tekrar tekrar kullanilmistir. Bulunan aktivite degerleri % aktivite olarak

hesaplanarak kullanim sayisina karsi grafige gecirilmistir ve Sekil 10.26 da

gosterilmistir.
120 ¢
@ | 100
= r
= L
< 80 -+
S :
60
40 +
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0 +—— ey

0 5 10 15 20 25 30

Kullanim say1s1

Sekil 10.26. PMI ve PMSI "in kullanim kararliligi (PMIM | PMSl.g )

PMI ve PMSI icin ilk 6 kullanimda % 50 aktivite kayb1 gozlenmistir ve 25
kullanim sonucunda hem PMI hem de PMSI aktivitelerinin yaklasgitk % 25°inin

korumuslardir.
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11. TARTISMA VE SONUCLAR

Endiistriyel alanda siklikla kullanilan invertaz enzimi immobilize edilip,
serbest enzim ve immobilize enzimin farkli yonlerdeki kararliliklarina bakildiginda
immobilize enzimin daha kararli oldugu goriilmektedir. Bu 6zelliklerinden dolay1 da

immobilize enzimler serbest enzimin yerini almaktadir (Oztop ve Hepokur, 2007).

Invertaz enziminin farkli desteklere immobilizasyonunu iceren ¢esitli ¢alismalar
yapilmaktadir. Ozellikle besin endiistrisinde &nemli yere sahiptir. Bu ¢alismada da
farkli polimerler hazirlanip, bu polimerin karakterizasyonunun yapilmasi ve immobilize

enzimin ozelliklerinin arastirilmas1 amaglanmustir.

Immobilize enzim hazirlanmasinda segilen destek materyal olduk¢a énemlidir.
Ciinkii destegin yapisina bagl olarak dezavantajlar olabilir. Destek materyalin enzimin
kullanilacag1 ortamda kararli olmak, yiiksek mekanik dayanikliliga sahip olmak,
substrat ve iirlin difiizyonuna olanak saglamak gibi 6zellikleri olmalidir (Dizge ve ark.,

2007).

Biiyiik oranda su tutma yetenegine sahip, ii¢ boyutlu, capraz bagl polimerler
hidrojel olarak tanimlanir (Karadag ve ark., 2004). Hidrojeller pH, sicaklik, iyonik gii¢
gibi ¢evresel degisimlerden etkilenebilirler. Hidrojellerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
hangi monomerlerden ve polimerlerden olusurulduguna baghdir (Karadag ve ark.,
1994). Ayrica ¢oziilmeden su tutma yetenegine sahip oldugundan biyoaktif bilesiklerin
immobilizasyonunda tercih edilmektedir (Saraydin ve ark., 2001). Hidrojeller kille
karistirildiklarinda yeni bir kompozit materyal olustururlar. Boylece kilin farklh
bilesenleri adsorplama yetenegiyle jellerin elastik ve gegirgenlik Ozellikleri
birlestirilmis olur. Polimer silikat kompozitler iyilestirilmis mekanik ve materyal
ozelliklerine sahiptir. Killer siiper adsorplayici olarak kompozitlerde kullanilirlar. Hem
maliyeti diisiiriirler hem de sisme yetenegini, termal kararlilii ve mekanik kararlilig

artirirlar (Oztop ve Hepokur, 2007).

Bu calismada invertaz enziminin immobilizasyonu i¢in polimer ve polimer kil
kompozit hidrojelleri hazirlanmistir. Polimerler i¢in metakrilamit monomeri, kil olarak
da sepiyolit se¢ilmistir. Poli (metakrilamit) (PM) ve poli (metakrilamit)/sepiyolit (PMS)

hidrojelleri ¢apraz baglayici varliginda radikalik katilma tepkimesi ile hazirlanmigtir.
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Hazirlanan hidrojellerin  kimyasal yapilarint belirlemek ig¢in FTIR/ATR
spektrofotometresi kullanilmistir.  Sekil 10.1 ve Sekil 10.2°deki spektrumlarda

metakrilamit ve sepiyolite ait karakteristik bantlar goriilmektedir.

Polimerler 1s1 etkisiyle bozunurlar. Hidrojellerde baglh su kaybi, islevsel grup
ayrilmasi ve ana zincirin par¢alanmasi basamaklar1 gozlenir. Omegin Cavus S.'nin
metakrilamit ile yapmis oldugu hidrojellerin 1sisal bozunma analizi sonucunda {i¢
basamakli bir bozunma gozlemlemistir (Cavus, 2010). PM hidrojeli ve PMS kompozit
hidrojellerinin 1s1sal bozunmalar1 incelemek i¢in TGA termogramlar1 alinmistir. Sekil
10.3 ve sekil 10.4 da sunulan termogramlara gore PM ve PMS hidrojellerinin ¢
basamakli 1s1sal bozunmaya sahip oldugu goriilmektedir. Bu basamaklarda hidrojeller
bagli suyu, yan zincir ayrilmasini ve sonugta ana zincir par¢alanmasini
gergeklestirmislerdir. Her iki hidrojel de 200 °C sicakliga kadar énemli bir bozunma
olmadan kiitlelerini korumaktadir. Bu nedenle yiiksek sicakliklarda bu hidrojellerle
calisma yapilabilir. Ayrica termogramlardan polimere sepiyolit eklenmesinin 1sisal

kararliligr arttirdig1 saptanmustir.

Polimerlerin ¢oziicii ortamlarinda sigmeleri, ¢oziici ve polimerin yapisina
baglidir. Coziici ve polimerin kimyasal yapilarinin birbirine benzemesi, polimer-
polimer ve c¢oziicii molekiilleri arasindaki etkilesim kuvvetlerinin, polimer-¢6ziicii
molekiilleri arasindaki etkilesim kuvvetlerine yakin olmasi anlamina gelir. Bu yiizden
sisme ¢alismalar1, polimerin sisme 6zelligi gosterecegi ¢oziiciilerde yapilir (Oztop ve
Hepokur, 2007). Polimerin sismesi yapisinda bulundurdugu hidroksil, karbonil,
karboksil, amin gibi hidrojen bag1 olusturabilen gruplar1 bulundurmasindan kaynaklanir.
Sekil 10.5 ve Sekil 10.6°de PM hidrojeli ve PMS kompozit hidrojellerin 25 °C ile 60
°C’deki sisme egrilerinde sismenin dengeye ulasana kadar zamanla arttif
goriilmektedir. Hidrojellerdeki su sever gruplar (amino ve hidroksil) sismenin yiiksek
¢ikmasini saglamistir (PM hidrojeli 25 oC’ta % 342, PMS kompozit hidrojeli % 247).
Her iki sicaklikta da PM hidrojel PMS kompozitine gore daha fazla sisme ozelligi
gosterdigi goriilmektedir. Sepiyolit eklenmesi sismeyi azaltmistir. Sepiyolit, capraz
bagla olusan gozenekleri doldurarak suyla polimerin etkilesimini azaltmis olabilir. Sekil
10.7 ve sekil 10.8'de PM hidrojellerinin 25°C’de daha fazla sisme gosterdigi
goriilmektedir. Sicaklik artig1 sismeyi azaltmistir. Diisiik sicakliklarda su ile hidrojeldeki
amino gruplar arasinda hidrojen bagi olusumu nedeniyle sisme yiiksektir. Sicaklik artigi

ile hidrojen baglar1 kopar, metakrilamitin hidrofobik gruplarinin (-CHjs) etkilesimi artar
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(Perez-Alvarez ve ark., 2009). Bu nedenle sisme sicaklik artisi ile diismiistiir. Sicaklik

artist PMS hidrojelinin sismesini dnemli oranda etkilememistir.

PM ve PMS kompozitlerin sigsmesi ikinci dereceden kinetige uymakta olup, sekil
10.9 ve Sekil 10.10°da gosterilen sisme hiz grafiklerinden hesaplanan ve Cizelge
10.1°de belirtilen degerlere gore 25 °C'ta sisme hizlarinda fark goriilmezken, 60 °Cta
PM hidrojeli PMS’den daha hizl sigmistir.

Hidrojellere suyun difiizyonunun incelenmesi i¢in PM ve PMS kompozitlerine
sekil 10.11 ve sekil 10.12'da gosterilen InF—Int grafikleri olusturulmustur. Bu
grafiklerden yararlanilarak ¢oziiciiniin difiizyon tlirinii gosteren difiizyon {isteli (n)
hesaplanmistir. Hesaplama sonucunda PM ve PMS hidrojellerinin n degeri 0,5 ile 1
arasinda bulunmustur (Cizelge 10.2). Bu aralikta olan difiizyon tiirii anormal tip
difiizyondur ve sigsme lizerinde difiizlenme ve durulmanin ayni anda etkin oldugu

difiizyon tiiriidiir (Peppas ve Ritger, 1987).

PM hidrojeli ve PMS kompozit hidrojelinin farkli pH'lardaki sisme
davraniglarina bakilarak sismeye pH etkisi aragtirllmistir. Sekil 10.15 ve sekil
10.16°deki degerlere gére PM ve PMS hidrojellerinin en fazla sismeyi pH 3'de
gosterdigi ve pH degeri arttik¢a sisme 6zelliginin azaldig1 goriilmektedir. Iyonlasabilen
islevsel gruplara sahip polimerler pH duyarli polimerlerdir. Karboksil gruplu olanlarin
pH artis1 ile sigsmesi artarken amino gruplular da sisme azalir (Perez-Alvarez ve ark.
2008). Diisiik pH degerlerinde metakrilamitin NH, grubunun iyonlagsmasi nedeniyle
sisme ylkselmis olabilir

PM hidrojeli ve PMS kompozit hidrojellerinin karakterizasyon c¢alismalari
tamamlandiktan sonra invertaz immobilizasyonunda kullanilmiglardir. Immobilizasyon
islemi tamamlandiktan sonra metakrilamit-invertaz (PMI) ve metakrilamit-sepiyolit-

invertaz (PMSI) immobilize invertazlari elde edilmistir.

Serbest invertaz, PMI ve PMSI i¢in farkli pH'lardaki aktiviteleri arastirilmis ve
Sekil 10.17 de gosterilmistir. Her bir enzim i¢in bulunan optimum pH degerleri Cizelge
11.1’de gosterilmistir. Serbest invertaz ve immobilize invertazlarin optimum pH

degerlerine bakildiginda hepsinin farkli degerlerde oldugu gortiliir.

Her enzim i¢in aktivitelerinin maksimum oldugu pH degerleri vardir. Enzimler

elektrolit karakterli olduklar i¢in, enzim aktifligi pH ile degisme gosterir. Genellikle
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enzimlerin optimum pH degerleri 3-8 arasindadir. Kuvvetli asidik veya kuvvetli bazik
ortamlarda enzim denatiire olacagindan tepkime hizi azalir ve sifira kadar diisebilir
(Aksoy ve Hizir, 2006). PM ve PMS hidrojelleri enzimin asidik pH’larda denature
olmasimi engellemis ve optimum pH degerini asidik bolgeye kaydirmistir. Asidik pH
degerlerinde hidrojeller yiiksek sisme gostermektedir. Bu durum substratin hidrojele

difiizyonunu kolaylastirip enzimle etkilesimini artirmis ve aktivite yiiksek bulunmustur.

Yapilan farkli ¢aligmalarda serbest invertaz i¢in optimum pH degerlerinin 4.5,
5.5, 6.0, 7.0, 5.0 gibi farkli degerler aldig1 saptanmistir (Akgol ve ark., 2001, Emregiil
ve ark., 2005, Manuel ve ark., 2010). Elde edilen bu sonuglarla serbest invertazin elde
edilis kaynagma bagli olarak farkli pH'larda maksimum aktivite gosterebilecegi
gbzlenmistir. Poliiyonik matriksler enzim immobilizasyonunda destek maddesi olarak
kullanildiginda, enzimin mikro ¢evresi ile tepkimenin ana ¢dzeltisi arasinda protonlarin
farkli derisimlerde bulunmasina neden olurlar. Polianyonlar enzim etrafindaki protonlari
cekme egiliminde iken polikatyonlar iterler. Dolayisiyla polimerik destek ¢evresindeki
pH, ana ¢ozeltinin pH degerinden farkli olabilir. pH'daki kayma ayni1 zamanda enzim
tepkimesinin tipine ve matriksin yapisina baglidir. Difflizyonel sinirlamalar nedeniyle
de ana ¢ozeltinin pH's1 tepkimenin meydana geldigi matriks ¢evresinin pH degerinden
oldukga farkli olabilir. Literatiirde poli (2-hidroksietil metakrilat-itakonikasit)
taneciklerine kovalent baglanma ile invertaz immobilizasyonunda serbest invertazin
pH st 4,5 bulunurken, immobilize enzimin pH degeri 5,5 bulunmustur (Aksoy ve Hizir,

2006).

Enzim aktivitesi tizerinde etkili olan sicaklik parametresi incelendiginde, biitiin
kimyasal tepkimeler gibi enzimatik tepkimelerinde sicaklik arttik¢a tepkime hizi artar.
Her enzimin bir optimum sicaklig1 vardir. Bu sicakliktan sonra aktivite diiser. Sicaklik
artttkca Once tersiyer yapi, sonra ikincil yapi1 bozulur. Bu olaylardan enzimin aktif
merkezide etkilenir ve enzim aktifligini yitirir (Oztop ve Hepokur, 2007, Aksoy ve
Hizir, 2006). Yapilan ¢alismada serbest invertaz ve PMI'in optimum sicakligi 30 °C,
PMSI'in optimum sicaklign 50 °C bulunmustur. PMSI sicaklikla enzimde olusacak

inaktivasyonu engellemis ve optimum sicakligi 50 °C’a kaydirmistir.

Azodi M.ve ark. yaptiklari ¢alismada serbest invertazin optimum sicaklik degeri
57 °C, Miloradovic Z. ve ark.'nin yaptig1 ¢calismada ise 60 °C olarak bulunmustur.Ayn1

sekilde Cadena ve ark.'nin yaptig1 ¢calismada serbest invertaz, immobilize poliiiretan ve
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ferromagnetic dacronun optimum sicakliklarim 50°C olarak bulmuslardir. (Azodi ve

ark., 2011, Vujcic ve ark., 2010, Silva ve ark., 2009).

Serbest invertaz, PMI, PMSI'in enzim kinetigi ¢alismalari sonucu elde edilen
verilerden Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek kinetik parametreler olan Ky Ve Viax
degerleri bulunmustur (Sekil 10.19, Sekil 10.20, Sekil 10.21). Serbest invertazin, PMI
ve PMSI'in Ky, ve Vpax degerleri cizelge 10.1'de sunulmustur. 1rnmobilizasy0n hem
Km hem de Vnax degerlerinde degisiklige neden olmustur. Cizelgedeki degerlere gore
immobilize invertazlarin kinetik parametrelerinin serbest enziminkinden daha yiiksek
oldugu goriilmektedir. Ky, degisimi enzim konformasyonundaki de§isimden ¢ok sterik
engelleme ve difiizyonal kisitlamalara baghdir. Ve degerlerindeki artig ise enzimin

aktif merkezinin immobilizasyondan etkilenmedigini gostermektedir.

Aksoy S. ve ark.'larinin yaptigi invertaz immobilizasyonu ¢alismasinda serbest
invertazin Ky, degeri 15,2 mM ve Vpax degeri 1,81x10'4 mol/L.dk olarak bulunmustur
(Aksoy ve Hizir, 2006).

Isik S. ve ark.’nin yaptig1 calismada serbest enzimin Ky, degeri 59 mM, Vpax
degerinin 82,3 pmol dk™ olarak hesaplanmistir. Polypyrrole-Inv'nin Ky, degeri 53 mM,
Vimax degeri 2,6 umol dk™, poly 2-methybutyl-2-(3thienyl) acetat/ polypyrrole/Inv nin
Kmn degeri 87mM, Vax degerinin 6,1 pmoldk'1 olarak bulunmustur (Isik ve ark., 2003).

Ozgen C. ve ark. invertaz immobilizasyonu ile yaptig1 calismada serbest
invertazin Kp, Ve Vmax degerlerini 24.3 mM ve 82.3 umol/dk.mL olarak bulmustur. Bu
calismada immobilize olmus polipirol ve kopolimer matrikslerin Ky, degerleri
benzerken Vmax degerleri serbest enzimden daha kiigiiktir. Bu azalma enzim ve
substratin bir araya gelmesini engelleyen bir mikro ¢evre saglayan bu matrikslerin
enzim katalizli tepkimenin tepkime hizin1 yavaslatmasindan ileri gelebilecegini

aciklamislardir ( Ozgen ve Bdyiikbayram, 2005).

Cadena ve ark.'nin yaptigi ¢alismada serbest invertazin Vmax degeri yaklagik
445.3 U/mg protein ve K, degeri 61.2 mM olarak bulunmustur. immobilize invertazin
Vmax 1 ise 42.0 U/mg protein, Ky, degeri ise 46.5 mM bulunmustur (Cadena ve ark.,
2010).
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Cizelge 11.1. Serbest invertaz, PMI ve PMSI i¢in optimum sicaklik, optimum pH ve
Kinetik parametreleri

Optimum Sicaklik ~ Optimum Km V max

(°C) pH (mM) (umol dk™)
I 30 6 7,17 1,66
PMI 30 4 35,25 3,64
PMSI 50 3 71,41 7.84

Immobilizasyonun enzimin termal kararliligini arttirdign bulunmustur (Sekil
10.22, Sekil 10.23). Immobilizasyon serbest enzimde goriilebilecek denaturasyonu

onledigi i¢in sicaklikla fazla aktivite kayb1 gozlenmemistir.

Zoran Vujcic ve ark.'nin yaptif1 ¢alismada 50 °C'ta serbest enzim 10 saat
sonrasinda aktivitesinin % 50sini kaybetmistir fakat immobilize enzimin aktivitesinde
degisme olmamstir. 70 °C’ta ise serbest enzim besinci dakikadan sonra aktivitesinin
tamamini kaybederken immobilize enzim % 50°sini kaybetmistir. 30 dk sonrasinda ise

%10 aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir (Vujcic ve ark., 2010).

Immobilize enzimler serbest enzime gére daha uzun siire saklanabilmektedir.
PMI ve PMSI enzimleri serbest enzime gore yliksek saklama kararliligi gostermistir
(Sekil 10.24). Sulu ¢ozeltideki serbest enzim ii¢ boyutlu yapmnin bozulmasi yani
denaturasyon nedeniyle zamanla hizli bir sekilde aktivite kaybeder. Immobilize
enzimler ise denaturasyona karsi kararli haldedirler. PMSI, PMI'ya gore daha fazla

saklama kararlilig1 gostermistir.

Akgol S. ve ark. magnetic polivinil alkol iizerine invertaz immobilizasyonu
yapmislardir. Bu calismalarinda serbest enzimin 28 giin sonrasinda aktivitesini
tamamen kaybettigini, immobilize enzimin ise ayn1 zamanda aktivitesinin %62 sini

korudugunu bulmuslardir (Akgol ve ark., 2001).

Farkli pH’larda bekletildikten sonra gergeklestirilen denemelerde immobilize
invertazlarin yiliksek aktivite gosterdikleri saptanmustir (Sekil 10.25). Bu durum pH 3-8
gibi genis bir aralikta enzimlerin ¢alisabilecegini gostermistir. Immobilizasyon pH
degisimi ile denaturasyonu engellemistir. Ayrica PMI'nin pH kararliligit PMSI'ya gore
daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
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Immobilize enzimler tekrar tekrar kullanilabilirken serbest enzim icin zor bir

durumdur. Serbest enzim ¢ozeltide ¢oziinmiis halde bulundugundan tekrar kullanilmasi

igin saflastirma islemi gerektirir. Bu nedenle serbest enzimin kullanim kararliligindan

s0z edilemez. Kullanim kararlilig1 icin c¢izilen grafik (Sekil 10.26) incelendiginde

immobilize enzimlerin kullanim kararliliginin yiiksek oldugu saptanmustir.

Poly(3-methylthienyl methacrylate)/poly(3-thiopheneacetic acid) matriksine

uygulanan immobilize invertaz ile aktivite kayb1 olmadan 50 6l¢iim yapilmistir (Dizge

ve ark.

, 2007).

Mazi H.'nin yaptig1 ¢alismada immobilize invertazin 15 kullanim sonrasinda

aktivitesinin % 76 sin1 korudugunu belirtmistir (Maz1 ve Kibarer, 2006).

10.

11.
12.

Yapilan ¢alismalar sonunda elde edilen veriler asagida 6zetlenmistir.

PM hidrojeli ve PMS kompozit hidrojeli radikalik katilma tepkimesiyle
hazirlanmstir.

Hidrojellerin FTIR analizlerinde karakteristik bantlar saptanmustir.

Isisal analiz sonucu hidrojellerin {i¢ basamakli 1sisal bozunma gosterdigi, PMS
kompozitinin 1sisal olarak PMye gore daha kararli oldugu saptanmaistir.

Damitik su iginde PM hidrojelleri PMS kompozit hidrojellerinden daha fazla
sisme Ozelligi gdstermistir.

PM hidrojelinin damitik sudaki sismesi sicaklikla azalirken PMS kompozit
hidrojelinin sismesinde degisim gozlenmemistir.

PM ve PMS hidrojellerinin difiizyon tiiri anormal tip difiizyon olarak
bulunmustur.

Sismenin pH ile degisimi incelendiginde en yliksek sismenin her iki hidrojelde
de pH 3’te oldugu, pH artis1 ile sismenin azaldig1 gézlenmistir.

Invertaz, PM ve PMS hidrojellerine immobilize edilerek PMI ve PMSI
olusturulmustur.

Optimum pH analizinde PM ve PMS destekleri enzimin optimum pH'sin1 asidik
bolgeye cekmistir.

Optimum sicaklik degerleri PMI ile serbest enzimde ayni bulunurken, PMSI'da
daha yiiksek bulunmustur.

immobilizasyon K ve Vmax degerlerini degistirmistir.

Immobilize enzimler serbest enzime gore yiiksek termal kararlilik gdstermistir.
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13. Immobilize enzimler serbest enzime gore yiiksek saklama kararlilig:
gostermistir.

14. PMSI, PMI’ya gore daha fazla saklama kararlilig1 gostermistir.

15. Her iki immobilize enzimin pH kararlilig1 yiiksektir.

16. PMI'nin pH kararliligit PMSI'ya gore daha yiiksek bulunmustur.

17. PMI ve PMSI hidrojellerinin kullanim kararliliklar1 yiiksektir.

Sonug olarak PM hidrojeli ve PMS kompozit hidrojelinin yiliksek termal kararlilik,
yiiksek pH kararliligi, yiiksek saklama kararliligi gostermeleri nedeniyle invertaz
immobilizasyonu i¢in uygun destekler oldugu ve optimum pH ve optimum

sicakliklarina bakilarak istenen uygulamalarda kullanilabilecekleri saptanmustir.
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