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OZET

CEVIiZDEN CESITL1 YOLLARLA ELDE ED iLEN DOGAL VE MOD iFiYE
AKT IF KARBONLAR UZER INDE KATALAZ ENZ iM ADSORPSIYONU VE
KINETIGININ INCELENMESI
ERTAN, Mehtap
Yuksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dali
Tez Dangmani: Yrd. Dog. Dr. Salih ALKAN

Subat 2009, 72 Sayfa

Bu calgmada aktif karbon Uzerine katalaz enziminin (E.CL11.6)
adsorpsiyonu ve sabit pH da (pH=7) inkibasyon saragirildi.

Adsorpsiyon icin optimunsartlar belirlemek amaci ile pH, sicaklik, iyonik
siddet ve enzim kil orani ve asitle muamele gibigmaetrelerin etkileri ayri ayri
degerlendirildi. Endustiriyel Gretimde kullanilacak mobilize enziminin kararhfini
tespit etmek icin, adsorbe-enzim (aktif komur) rarkbin aktivitesini, iki ay suresince
(60 gin) %76,8 oraninda koruglu belirlendi. Bazi hallerde enzimler, en yiksek
etkinligi belirli bir pH aralginda gosterirler. Enzim immobilizasyonundan sonra
enzimin optimum pH deerinde kayma gozlendi. Serbest enzimin pH’sinindiigu,
inmobilize enzimin optimum pH’sinin 7-8 arasinda agtle muamele edilmiaktif
kdmurin pH’sinin 6 civarinda ol@u tespit edilmtir.

Calismanin ikinci @amasinda serbest ve immobilize enzimler icin Km ve
Vmax deerleri, deisik konsantrasyonlarda substrat c¢ozeltileri kullgmilenzim
aktivitelerinden 1/S ve 1/V gerleri bulunarak Linewearver-Burk grafiklerinden
belirlendi.

En son gama olarak kil asitle muamele edildi. Asitle muaengbrmig kil ile
saf enzim immobilize edildikten sonra birinci veni&i asamada yapilansiemler
tekrar edildi.

Butun aktivite tayinleri 240 nm’de Ultraviyole Spebskopisi ile yapildi.

Yapilan bu ¢akmada aktif komurin, iyonikiddet etkisi altinda iyi bir tutucu

olabilecesi kanisina varildi.
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ABSTRACT

STUDING CATALAZ ENZYME ADSORBTION AND KINETIX ON
NATURAL AND MODIFY ACTIVE CARBONS THAT OPTAIN FROM
WALNUT IN VARIOUS METHODS
ERTAN, Mehtap
Msc. Chemistry Science
Supervisor: Asist. Prof. Dr. Salih ALKAN
February 2009, 72 pages

In this study, adsorbtion of catalase enzyme oiveactarbon and the duration
of incubation on stable pH (pH=7) has been searched

The effects of some parmeters such as pH, heat tohulance, the rate of
enzyme-clay and treatment whit acid were evaluaegerately to determine the
optimum condition for adsorbtion. To find out thetermination of immolize enzyme
that will be used in industrial products, it hasebelesignated that the amount of
adorbed enzyme has safet its activty on the raté 6.8 for 2 months (60 days). It
has been that seen that after enzyme immolilizatisere has been a change on the
value of optimum pH. It has been found out that gi¢ of free enzyme is 7,
immobilized enzyme’s pH is between 7-8 and obseseriymes swich has treated
with acid optimum pH is nearly 6.

In the second phase of the study, for the freeiamdobilized enzymes, K
and Vhax values, on different consontrations by using salstsolutions, by finding
1/S and 1/V values on enzyme activites has beendfaut that on Linewaver-Burk
graphics.

As the last phose the clay was treated by acicgrAfture enzyme and this clay
which has been trcaed been done in the first acahsiephoses were done once again.

All the determinations of activites were done in024m by ultraviole
spectroscopy.

According to these optained findings, it has beecidkd that activi coal can

be a good keeper under the effect of ionic turbzdan



Key words: Catalaze enzyme, Active carbon, Adsorbtion
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1. GIRIS

Bir reaksiyonu hizlandiran, fakat kendisi reaksiyondan degismeksizin
cikan maddelere’’katalizor’’denir.”’Enzim’’ ise canli hiicreler tarafindan yapilan,
ancak etki yapabilmesi i¢in hiicrenin varligini gerektirmeyen, 1stya dayaniksiz, protein
tabiatinda organik katalizordiir.

Enzimler baz1 yonleriyle anorganik katalizorlerden ayrilirlar. Anorganik
katalizorler cok cesitli reaksiyonlar1 katalize ederler, katalize etkileri reaksiyon
tarafindan degistirilemezler ve reaksiyon sonunda yeniden Kkantitatif olarak elde
edilebilirler. Enzimler ise ancak belirli maddeler iizerine etki yaparlar, aktiviteleri
sirasinda az veya cok tahrip olurlar, bunun i¢in de viicutta devamli sentez edilirler.
Cok defa hiicre disinda da etkinliklerini korurlar. Solunumun, biiyiimenin, kas
kasilmasinin, sindirimdeki iletimin, fotosentezin, azot  baglamasinin,
determinasyonun, sindirim v.s temelini olustururlar.

Son yillarda enzimlerin, invitro aktiviteleri bircok alanda kullanilmaya
baslanmistir. Enzimlerin canli organizmalarinda az miktarda bulunmasi ve saflastirma
islemlerinin zorlugu bu molekiillerin son derece pahali olmasina neden olmaktadir. Bu
durum enzimlerin suda ¢6zlilmeyen kat1 bir materyale immobilize edilerek defalarca
kullanilmasin1 glindeme getirmistir.

Enzimler suda ¢6ziilmeyen bir tasiyiciya fiziksel veya kimyasal olarak
baglanarak, suda ¢6ziilmeyen {irlin veren bir kopolimerizasyona enzim molekiiliiniin
monomer olarak katilmasiyla ve suda ¢oziilmeyen mikro kapsiillerde tutuklamakla
immobilize edilirler.

Enzimleri  immobilize etmek amaciyla  organik  materyaller
kullanilmaktadir. Bu materyaller 6zellikle suda ¢oziilmeyen, gozenekli yapi, mekanik
stabilize mikroorganizmalara kars1 direngli, ucuz, zehirsiz ve termal stabilize
ozellikleri gosterebilen kati ve polimer olabilirler.

Tasiciya baglanmada enzim molekiiliinden yararlanmaktadir. Molekiiliin
yiizeyindeki fonksiyonel ve iyonik gruplar bu baglamda 6nemli rol alirlar suda

coziilmeyen tasiyicilarda enzimi immobileze etmek i¢in adsorpsiyon yontemi



kullanilir. Bu yontemin amaci yiizey aktif, suda ¢6ziilmeyen bir absorbanin enzim
cozeltisiyle karistirilmasi ve enzimin yikanarak uzaklastirilmasi temeline dayanir.

Enzim immobilizasyonunda kil, cam, aktif karbon, metaller, metal asitleri gibi
anorganik tastyicilar, seliiloz, nisasta, kollogen, kitin, ipek gibi dogal polimerler;
naylon, iyon degistirici regineler, vinil ve alil polimerler, bentonit gibi sentetik
polimerler, yiiksek adsorpsiyon kapasiteli ucuz kati tutucu absorbanlar
kullanilmaktadir.

Enzimler hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize eden proteinlerdir.
Hiicreler, gelisli giizel secilmis enzim torbalari olarak diisiiniilemez. Aksine hiicreler,
iclerinde enzimlerin veya enzim gruplarinin 6zel yerleri, gorevleri bulunan, énceden
belirlenmis ve birbirini tanimlayan organizmalarin bulundugu birimlerdir. Hiicrelerde
cok onemli metabolik gorevleri olan enzimler ¢ok ¢esitli amaglar i¢in kullanilmak
tizere glinliik hayata girmislerdir.

Reaksiyonlar1 yasam yoniinden ¢ok Onemlidir enzimler ¢ogunlukla hayat
olaylarim1 diizenlediklerinden bunlarin aktivitelerindeki artis ve azaliglar, normalden
sapmalara neden olurlar. Viicut sivilarinda, kanda ve idrarda bulunan enzimlerin
konsantrasyonlar1 bazi hastaliklarin teshisine imkan verirler. Enzimler, tedavi
amaciyla da kullanilabilir.

Enzimlerin etkinlikleri de son derece onemli ve sasirticidir; Ornegin sigir
karacigerinden elde edilen katalaz enzimi bir dakikada, 0 °C 5.000.000 hidrojen
peroksit H,O, molekiilinii H,O ve O;’ye parcalayabilir. Enzimin etki ettigi
bilesige’’substrat’> denir. Bu durumda hidrojen peroksit katalazin substratidir.
Enzimin saniyede etki ettigi substrat molekiil sayisina’’Enzimin Etkinlik

Degeri’’denir. Bu  0°C de katalaz enzimi i¢in 5.000.000 dur.

Reaksiyon hizi substrat ile dogru orantilidir. Bu artis, bir noktaya kadar birlikte
ve ayn1 oranda olur fakat substrat artmaya devam ettikce, reaksiyon hizi sonuna kadar
artmaz ve mutlak bir maksimuma ulasir. Bu noktadan itibaren substrat artisi, artik hizi
etkilemez ve hiz sabit devam eder. Clinkii bu noktada enzim substratla tam doygun
hale gelmistir.

Enzimlerin teknik kimya ve biyoteknolojide ¢esitli amaglarla kullanilmaya



baslanmasi, bilim adamlarini bu katalizorlerin daha ekonomik ve kullanigli hale
getirilme  olanaklarinin  arastirtlmasina  yoneltmistir.  Enzimlerin  mikrobiyal
kaynaklardan izolasyon ve saflastirilmasi olduk¢a masrafli bir istir. Endiistriyel
uygulamalarin ¢ogu sulu c¢ozeltilerde gerceklesir. Enzimler suda ¢oziliir ve
aktivitesini kaybeder. Serbest enzimler reaksiyon ortaminda istenilen zamanlarda
uzaklastirilamazlar. Bu ve benzeri bir¢ok sorunun ¢dziimii immobilizasyon iizerine
yapilan arastirmalari her gegen giin arttirmaktadir. Cilinkii bu sorunlar immobilizasyon
sayesinde azalmakta veya yok olmaktadir. Immobilizasyon ise hareketi smirlandirma
anlamina gelmektedir.

Katalaz (CAT: EC 1.11.1.6) protein yapisinda bol miktarda bulunan
karakteristik bir enzimdir. Bu enzim yaygin bir sekilde hayvan, bitki ve
mikroorganizmada mevcuttur.

Katalaz, kanda, kemik iliginde, mukoz, membranlarda, bobrek ve karacigerde
bulunur. Gorevi hidrojen peroksidi yikima ugratmaktir. Bazi enzimler tepkimelerde
yan iriin olarak viicutta H,O, meydana getirdiginden viicut i¢in zehirli olurlar.
Katalaz enzimi onlar1 siirekli pargalayarak hiicreleri korur. H,O,,dokularda ve
ozellikle karacigerde bulunan katalaz tarafindan O, ve H,O’ya parcalanir.

Katalaz enzimi (hidrojen-peroksit; hidrojen peroksit oksidorediiktaz
E.C.1.11.1.6.) organizmada hidrojen peroksit metabolizmasinda onemli fizyolojik
fonksiyonu yerine getirmektedir. Bu o6zelligi nedeniyle cevizden elde edilen ve
modifiye ve aktif karbonlara adsorbe edilerek, uzun siire kullanilip kullanilmayacagini

ortaya koymak amaciyla bu ¢aligma planlanmis ve yapilanmastir.
1.1. Killerin Genel Yapilar
1.1.1. Genel yapilar

Sekonder minareller, toprak igerisindeki primer minarellerin pargalanma ve
ayrisma ile meydana gelmislerdir. Sekonder minareller arasinda en 6nemli grubu kil
minarelleri teskil eder. Kil minarelleri toprakta su, anyon ve bilhassa katyonlarin
tutumlartyla ilgilidir. Killerin fiziksel kimyasal aktiflikleri pargaciklarin kiigtikliigii ile
ilgili olarak spesifik ylizeylerin biiyiikliigii ve tasidiklart negatif elektrik yiikii ile



alakalidir.

Killer hidratlagmis aliiminyum silikatlaridir. Killer {izerinde yapilan ¢aligsmalar
sonucu, birbirinden farkli iki yapisal birimin varligi ortaya ¢ikmistir. Bu iki birimin
farkli oran ve dogrultularda birbirine ge¢gmesi sonucu veya lst iiste gelmesi ile kil
minarelleri olusmustur.

Bir¢ok kil minarellerin esas yapisim iki striiktiirel iinite meydana getirir.

Bunlardan birincisi Silisyum tetrahedron digeri ise Aliiminyum oktahedron ‘dur.

Asagida oktahedronlar tek ve toplu olarak gosterilmistir (Grim,1968).

A

- e ian: M54 )
kﬁw}g et

Sekil 1.1. Brusid veya Aliimina yapitasi. Sekil 1.2. Briisid veya Aliimina
Diizgiin sekizyiizlii tabakasi.

Sekil 1.1. de goriilen yapitaslarindan birincisi, briisid veya aliimina olarak
degerlendirilir. Merkezde Mg veya Al atomlardan birisi, kdselerde ise oksijen veya
OH iyonlarint bulunduran bu yapi diizgiin sekizyiizlii (Oktahedran) diir. Bu diizgiin
sekizyiizliiler bir araya gelerek (Sekil 1.2.°de goriildiigii gibi) merkez atomu Al ise
Al(OH); formiilii ile gosterilen ‘Briisid’tabakasini olustururlar (Russel ve Farmer,
1964).

Diger yap1 birimini ise, merkezde Si atomu, koselerde oksijen veya OH
iyonlart igeren diizglin dortyiizlii (Tedrahedral) diir. Bu diizglin dortyiizliiler, altigen
biciminde siralanarak ‘Silika’ adi verilen ve birlesimi SiO(OH) olan bir tabaka

olustururlar. Sekil 1.3’de diizgiin dortyiizlii ve sekil 1.4.’te silika tabakas1 gosterimi;



Sekil 1.3. Diizgilin dortytizli yapi tasi. Sekil 1.4. Diizgiin dortyiizli silika

tabakasi

Yukarda bahsettigimiz dortyilizlii ve sekizyiizliilerin olusturdugu diizlemden

farkl1 sekillerde st tiste gelerek kil minarellerini olustururlar (Serna,1975).
1.2. Kil minarellerinin belirlenmesi

Toprakta mevcut olan kil cesitlerinin belirlenmesi igin ¢esitli yontemler
gelistirilmistir.

Bu yontemlerinden birini kullanarak Kilin tipini belirlemek ¢ok giigtiir. Ancak
en uygun yol, birka¢c metodu uygulamak ve daha sonra kil mineral, hakkinda karar
vermektir. Toprakta mevcut olan kil minarellerinin belirlenmesi igin asagidaki

yontemler verilmistir.
i.Elektron mikroskop metodu
ii. Kimyasal analiz metodu
i11. Etilen glikol tutulmasi metodu
Iv. X- 1sinlar1 kirinim teknigi metodu
1.2.1. Kil minarellerinin siniflandirilmasi
Kil minarelleri asagidaki sekilde siniflandirilmaktadir;
I. Kristal olmayan (Amor) kil minarelleri. Allafon grubu.
I1. Kristal kil minarelleri
A\ iki tabakli olanlar (1 Si tetrahedron ve 1 Al oktahedron)

1. Kaolinit grubu (Kaolinit, Nakrit)



2. Hallosit grubu (Hallosut)
B. Ug tabakali olanlar (2 Si tetrahedron 1 Al oktahedron)

1. Genisleyen kafes yapisina sahip olanlar (Montmorillonit. Vermikiillit,

Nandronit. Saponit)
2. Genislemeyen kafes yapisina sahip olanlar-illit grubu (illit)

C. Karisik tabakal1 olanlar (farkl: tipteki tabakalarin iist {iste dizilmesi) Klorit
grubu (Klorit)

D. Zincir striiktiiriine sahip olanlar. (Attapulkit, Sepiolit)

Toprak pargaciklarinin yiizey sahasi, bazi bakimlardan toprak fraksiyonlarini
yiizdesine oranla daha fazla bir anlam ifade edebilir. Zira fiziksel ve kimyasal
reaksiyonlar toprak pargaciklarinin yiizeyinde meydana gelir. Ancak, fiziksel ve
kimyasal olaylarin sadece dis yiizeylerde degil i¢ yiizeylerde de meydana geldigi
hatirda tutulmali ve sadece spesifik yiizeye bakarak bir toprak hakkinda fikir

yiritiilmemelidir.
1.3. Montmorillonit

Montmorillonit ismi, hidrate olabilen kil minarellerini belirlemek {tizere
kullanildigr gibi, bu grup icersindeki montmorilloniti ifade etmek {izerede
kullanilmaktadir. Son yillarda bu grubu ifade etmek iizere ‘Smektit’in kullanilmasi
benimsenmistir. Smektit, asagida Ozellikleri bir grup kil minarellerini ifade

etmektedir. Bu ozelliler;
1. Hidrate olabildiklerinden biinyelerinde muhtelif miktarlarda su tasirlar.
2. Oktahedronlardaki Al’un bir kisminin yerini Mg almistir.
3. Pargaciklar1 ¢ok kiigiiktiir.

4. Minarel, ¢ ekseni yoniinde genisleyebilir.
Motmorillonit: genel formiili SigAl;O2 (OH)s. XH,O olan Montmorillonit

minarelleri de bir striiktiirel {inite li¢ tabakadan meydana gelir. Bu tinitede iki silisyum
tetrahedron tabakasi arasinda bir Aliiminyum oktahedron tabakasi vardir. Bu
bakimdan Montmorillonit grubu kil minarellerine 2:1 tipi kil minarelleri ad1 da verilir.

Biitiin tetrahedronlarin uglart ayni istikamette ve {linitenin merkezine dogrudur. Her bir



silistum tetrahedronun yoniiniin u¢ atomu ve oktahedron tabakasindaki hidroksiller
ortak bir tabaka meydana getirir. Oktahedron ve tetrahedron tabakalarina ait miisterek
atom oksijen atomu olur.

Silisyum-Aliiminyum-Silisyum’dan meydana gelen nitelerin st {iste
yigilmalart esnasinda bu iiniteler arasindaki oksijen-oksijen baginin oldukca zayif
olmasi dolayisiyla montmorillonit tipi kil minarellerinde iinitelerinde bir birinden
ayrilmasi oldukc¢a kolaydir. Bu sebeple su ve diger molekiiller ve katyonlar kristal
{initelerin arasma girerek minarellerin ¢ istikametinde gelismesini saglarlar. Uniteler
arasindaki mesafe araya giren katyonun veya organik molekiillerin cinsine gore
gelisir. Ornegin; tabakalar arasindaki mesafe Mg saturasyonunda 14A° ve K
saturasyonunda da 12.5A”dir. Dioktahedral bir yapida olan bu mineralin katyon
degisimi kapasitesi 80-150 me./1000 g. dir. Oktahedron tabakasindaki Al’un bir kismi1
Mg ile yer degistirebilir ve bu sekilde izomorfik yer degistirmenin orani, %15’e kadar
cikabilir. Striiktiirel tlinite elektrigi yiilk bakimindan dengeleyicidir. Montmorillonit

parcaciklar1 0.1 z’dan daha kiigiiktiir. Sigsme, biizlilme ve su tutma 6zelligi oldukca

fazladir.

Sekil 1.5. Montmorillonit minarellerinin striikktiiel yapisi (Grim,1968)



Semektit (montmorillonit) grubu igerisinde minareller iki grup halinde asagida
verilmistir. Bu minareller, stiiriiktiirel yap1 bakimindan montmorillonite benzemekle
beraber, kimyasal yap1 bakimindan ayricalik gosterirler.

Baydellit (Beidolite)in striiktiirel yapisi montromorillonite benzerdir. Bu
minarellerin montmorillonitten farki, negatif yiiklerin silisyun tetrahedron tabakasinda
ortaya ¢ikmasidir.

Nantronit ve Saponit; Oktahedral pozisyonlarin tiimii F e’ iyonlar1 tarafindan
dolduruldugu taktirde, nantronit striiktiirii ortaya g¢ikar. Saponit minarellerinde ise,
oktahedral pozisyonlarin timii Mg ile dondurulmus ve Si’nun bir kismi1 Al ile yer
degistirmistir.

Bentonit bir minarel olmayip bir kaya kiitlesine verilen isimdir. Kiitlenin en
onemli ozelligi, yiiksek oranda kolloidal bir yap1 gostermesi ve sisme 6zelliginin ¢ok
fazla olmasidir. Bentonit igerisindeki hakim kil minareli montmorillonittir. Ayrica, bir
miktar ilit ve kaolinit ve bir miktarda kil olmayan materyal (volkanik materyal)
bentonit icersinde yer alir. Bazi bentonitlerin montmorillonit oram1 % 90’a kadar

cikabilmektedir.
1.3.1. Bentonit

Biiyiik bir kismini, montmorillonit veya montmorillonitten tiiremis olan
baydelinit, saponit, haktorit ve nontronit gibi kil minarellerini igeren maddelere
bentonit ad1 verilir.

Bentonit, smektit grubu kil minarellerinden olup % 80’den fazla
montmorillonit igerir ve ti¢ tabakali (tedrahedral silika-oktahedral aliimina-tetrahedral
silika) bir kristal yapisina sahip olup sisme 6zelligine sahiptir. Volkanik kil veya tif
cams! volkanik malzemenin kimyasal ayrigmasi ve bozusmasi ile ortaya ¢ikan 2
mikron gibi olduk¢a kiigiik kristaller halindeki kil minarellerinden (baslica
montmorillonit) olusan ve biiylik oranda koloidal silisten meydana gelen bentonit
yumusak, sekillenebilir, gézenekli ve agik renkli bir kildir. Feldspatlarin asidik
ortamda bozusmasindan kaolinit minareli, bazik ortamda bozusmasindan ise

bentonitin minareli olan montmorillonit olusturmaktadir.



Bentonitler, igerdikleri degisebilir nitelikteki sodyum ve kalsiyum iyonlarina
gore; yiiksek sisme 6zelligine sahip sodyum bentonit, karigik bentonit (sodyum ve
kalsiyumlu) ve diisiik sisme kapasiteli kalsiyum bentonit olmak iizere {ic ana gruba
ayrilmaktadir.

Sahip olduklar1 dogal 6zelliklerine bagl olarak yukaridaki gibi siniflandirilan
bentonitler niteliklerini arttirmak icin asit, soda, organik ve inorganik gibi kati
maddeleri iyon degistirme reaksiyonlarma sokularak “katkili bentonit” veya “aktif
bentonit” olarak adlandirilirlar.

Baglangigta Wyoming’de (USA) Ford-Benton yakinlarinda bulunmustur.
Kolloidal 6zellik gosteren plastisitesi yiiksek olan bir kil ¢esididir. Amerika’da
bentonit adi1 verilmistir. Daha sonra Fransa’nin montmorillon bolgesinde de ayn1 kil
bulundugundan montmorillonit adi verilmistir. Bentonitle birlikle kuvars, mika,
feldispat, prit ve diger bazi minareller bulunur. Kil minarellerinin bir gesidi olan
bentonitin genel kimyasal formiilii; (Na, Ca) (ALMg)s(SisO0); (OH)6.H,O’dur
(Dokmeci, 1988).

1.3.1.1. Bentonitin fiziksel ve kimyasal ozellikleri

Spesifik 6zglir agirligi kuru bazda 1.7-2.8 glcm3 arasinda degisen bentonitlerin
ogiitiilmiis bulk sikistirilmis yigin yogunluklari 0.8-1.1 g/cm®e kadar inmekte, hafif
sarl, bej, yesilimtrak veya beyaz renkte olabilmektedir. Bentonitin su igersine
kondugunda sismesi ve jellesme gostermesi suyu adsorbe etmesinden kaynaklanmakta
olup, bentonitler sisen bentonit (Na-bentonit), sismeyen bentonit (Ca-bentonit), karisik
bentonit olarak tice ayrilmaktadir.

Birim kristal yapida meydana gelen yer almalar nedeniyle montmorillonit
icerisindeki farkli degerleri atomlar yer degistirmektedir. Tetrahedral katmanindaki
silisyum aliiminyum tarafindan yer degistirebilir. Yer degistirme art1 yiik eksikligine
neden olur ki bu eksiklik birimler arasina girmis degisebilir iyonlarla giderilmektedir
(Genellikle Na* ve Ca™).

Birim tabakalar arasindaki baglarin zayif olmasi nedeni ile tabaka aralarina

degisik 1iyonlar, organik molekiiller ve su girerek bentonitlere adsorpsiyon,
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absorpsiyon 0zelligi kazandirir (Glingor,1981; MTA.1989).
1.3.1.2. Bentonitin mineralojisi

Bentonitler igersisinde bol camsi malzeme bulunan volkanik kiil, tif ve
lavlarin kimyasal yolla ayrigsmasi sonucu meydana gelirler. Bentonit icerisinde
montmorillonit minareli hdkim olup cams1 malzemenin duyarsiz olusu onun hidroliz
yoluyla montmorillonite donlismesine neden olmaktadir. Doniisiim asamalar1 kalan
silis - alliminyum yapisinin ayrigsmasi, yapinin montromorillonit minareli halinde
yeniden olugmasi, katyonca zengin eriyiklerin gbézeneklerde zeolit olusturmasi ve
fazla silisin atilmas1 veya ¢okertilmesidir.

Bentoniti olugturan montmorillonit iki tetrahedral tabaka arasinda yer alan
oktahedral tabakada meydana gelmektedir. Si-O tetrahedral yapraginda oksijen
atomlar1 aralarinda bir silis atomu bulunan diizgiin dortyiizliiniin dort kdsesine
yerlestirilmistir. Her tetrahedral diziliste dort oksijen atomundan iici komsu
tedrahedral tarafindan paylasilir. Dordiincii oksijen atomu asagiya ve yukariya dogru
yonelmistir. Bir yapraktaki tedrahedrallerin tabanlar1 ayni yone yonelmistir.
Tedrahederaller iistten bakildiginda, hegzagonal bir ag olusturacak sekilde birbirine
baglanmistir. A1-O-OH (Gibst) oktahedral yapraklarinda ag bir merkezde olmak
iizere diizgiin bir sekizylizliinlin koselerinde oksijen atomlar1 veya OH gruplar: vardir.

Silika ve aliimina tabakalar1 arasinda kuvvetli bir iyonik bag olmasina karsin
birim tabakalar birbirine zayif Van der waals kuvveti ile baglanmistir. Aralarinda su
molekiilii veya yapilarinda pozitif yiik noksanligim1 karsilayan degisebilen katyonlar
bulunur. Su ve organik maddeler bu birim tabakalar arasina girerek yapinin
genisletilmesine neden olur.

Montmorillonit’in kristal yapisina gore semektit grubundaki Killerin teorik
formiilii [A14SigO20(OH)].nHyo seklindedir. Jeolojik zaman igersisinde smektit grubu
killerin yapisinda bulunan Si ve Al iyonlar1 diger iyonlarla yer degistirir.

Tedrahedral yapraktaki Si yerine Al ve okatahedral yapraktaki Al yerine Mg,
Fe, Zn veya Li iyonlar1 gelebilir. Iyon degisimleri yapmin elektriksel dengesinin

bozulmasma ve pozitif yik noksanligima neden olmaktadir ki bu pozitif yik
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noksanlig1 birim tabakalar arasina alkali veya toprak alkali iyonlarin girmesi ile
giderilmektedir.

Negatif yiliklii durumda olan bentonit kil mineralleri, yapilarimi elektriksel
bakimdan notr duruma getirebilmek amaciyla katyon adsorplarlar. Killerde goriilen
degisebilir katyonlarin baslicalart; H', Ca2+, Mgz+, Na*, NH,", AP* olup kilin temel
Si-Al yapi tinitesinin disinda bulunurlar, zayif elektriksel kuvvetlerle tutunurlar ve Kil
minarelinin bir ¢ozelti igerisinde bulunmasi halinde ¢ozeltideki diger bazi katyonlarla
yer degistirebilirler.

Bentonit baslica; sondaj sivisi, sivi yaglarin agartilmasi, dokiim kumu
baglayicisi, sarap ve meyve sularmin berraklagtirllmasi, ilag, kagit, lastik
sanayilerinde dolgu, petrol rafinasyonu, atik sularin temizlenmesi, boyada reolojik

katki, niikleer atiklarin depolanmasi gibi alanlarda kullanilmaktadir.
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Sekil 1.6. Betonit mineralinin yapisi.

Bentonitin % 75’ini sekil 1.6’da gosterilen yapilar olusturmaktadir

Montmorillonitin genel formiilii Sig Als O20(OH)4H,0. Bentonitler iginde
dogala katki olarak kaolin ve illit gibi diger kil mineralleri ile jips, kuars, rutil, kalsit,
dolomit ve volkanik kiil gibi kil minerali olmayan maddelerde bulunmaktadir.

Bentonitler diger plastik killerden daha fazla su igerirler. Bentonitler
icerdikleri su miktarma gore iki tiire ayrilirlar. Birinci tiir bentonitler sisen
montmorillonit minarelleri igerirler. Bu bentonitlere su eklendiginde siserek jel haine
gelirler. Su mikar1 attirilirsa siispansiyon haline gecerek uzun siire bu halde

kalabilirler. Ikinci tiir bentonitler sismeyen montmorillonit minerali igerirler. Bu tiir
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bentonitler su ile ¢ok az siserler ve su da siispansiyonlart hemen ¢oker.

Sisen bentonitlerin sulu siispansiyonlarindaki pH degeri 8.5-9.5 arasinda
oldugu halde, sismeyen bentonitlerin pH degeri 4-7 arasindadir. Sisen bentonitler
kuru iken yesil, gri ve krem renginde, 1slak iken tan 15181 rengindedir. Sismeyenler ise
gri, mavi, yesil, kirmiz1 ve kahverenginin farkli tonlarindadirlar. Beyaz renkteki

bentonitlere ¢ok az rastlanir.
1.3.1.3. Aktif karbon

Yaygin olarak kullanilan endiistriyel adsorbanlar arasinda g¢evre kirliligini
kontrol amaciyla, su anda kullanilan adsorbanlarin en 6nemlisi, yliksek gozeneklilige
sahip aktif karbonlardir. Ticari olarak aktif karbonlar, odun, turba, linyit, kdmiir,
mangal komiirii, kemik, Hindistan cevizi kabugu, piring kabugu, findikkabugu ve yag
iiriinlerinden elde edilen karbonlarin ¢esitli islemlerden gegirilerek aktive edilmesiyle
elde edilirler.

1900’14 yillarin basinda, su anki aktif karbon iiretiminin temelini olusturan
patentler yaymlanmistir. Bu patentler, bugiin bile hala gegerli olan aktif karbon
dretiminin iki temel prensibini agiklamaktadir. Bunlar kimyasal aktivasyon ve gaz
aktivasyonudur. 1920 yilindan sonra, ilk olarak, aktif komiir su aritilmasinda
kullanilmaya baglanmis, fakat yaygin bir kullanim saglanamamistir. Ancak, 1927
yilinda Almanya’da i¢me suyundaki klorofenol kokusu biiylik problem yarattigindan,
sehir suyunun hazirlanmas1 sirasinda aktif karbon kullanimi da biiylik 6nem
kazanmistir. Aktif karbon, 1929 yilinda Hamm Water Works’da graniiler formda,
bundan bagimsiz olarak 1930°da Harrison tarafindan Michigan Bay City’de, yine
1929 yilinda Spalding tarafindan igme suyundaki kokularin uzaklastirilmasi amaciyla
toz halinde kullanilmistir. 1932 yilina gelindiginde Amerika’da 400 fabrika, 1943
yilinda ise yaklasik 1200 fabrika istenmeyen kokularin kontroliinde aktif karbonu

kullanmustir.
1.3.1.4. Aktif karbonun genel ozellikleri

Aktif karbon, biiylik kristal formu ve oldukca genis i¢ gozenek yapist ile

karbonlu adsorbanlar ailesini tanimlamada kullanilan genel bir terimdir. Aktif
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karbonlar, insan sagligina zararsiz, kullanigh diriinler olup, oldukga yiiksek bir
gbzeneklilige ve i¢ yiizey alanina sahiptirler. Aktif karbonlar, ¢ozeltideki molekiil ve
iyonlar1 gozenekleri vasitasiyla i¢ yiizeylerine dogru cekebilirler ve bu yiizden

adsorban olarak adlandirilirlar.
1.3.1.5. Yiizey alam

Aktif karbonun i¢ ylizeyi (aktiflestirilmis ylizey) cogunlukla BET yiizeyi
olarak (m?g) ifade edilir. Yiizey alani azot (N,) gazi kullamilarak olgiiliir. Su
aritiminda kullanilan aktif karbon taneciklerinin i¢ yiizey alaninin yaklasik 1000 m?/g
olmasi istenmektedir. Kirlilik olusturan maddeler, aktif karbonun yiizeyinde
tutulacagindan, yiizey alaninin biiytikligii kirliliklerin giderilmesinde oldukca etkili
bir faktordiir. Prensip olarak, yiizey alan1 ne kadar biiyiikse, adsorpsiyon
merkezlerinin sayisinin da o kadar biiyiik oldugu diisiiniiliir. Literatlirde bulunan aktif

karbonun yiizey alan1 ve gozenek sistemi ile ilgili sayisal degerler asagida verilmistir;

Aktif karbonun yiizey alani ve gdzenek sistemi ile ilgili sayisal degerler.

400-1600 m?/g
Yiizey alani:
(BET Ny)
Gozenek 2
_ >30 m°/100g
hacmi:
Gozenek
0,3 nm-1000 nm
genisligi:

Karbon taneciginin yiizeyi gaz, sivi ve kat1 maddeleri ¢eker ve yiizeyde ince
bir film tabakasi olusturur, yani adsorbe eder. Aktif karbonun adsorban olarak tercih

edilmesinin baslica iki nedeni vardir. Bunlar;
1. Belirli maddeleri ¢ekebilmesi i¢in ¢ekici bir yiizeye,

2. Fazla miktarda maddeyi tutabilmesi i¢in genis bir yiizeye sahip olmasidir.
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1.3.1.6. Gozenek bityiikliigii

Kirliligin giderilmesinde etkili olan diger bir parametre de gbézenek
bliytikligidiir. Go6zenek biiyiikliigiiniin  belirlenmesi, karbonun 6&zelliklerinin
anlasilmasinda oldukca kullanigh bir yontemdir. Gozenekler silindirik veya konik
seklinde olabilir. Aktif karbonun gozenek yapisini gosteren ve Taramali Elektron

Mikroskobu ile ¢ekilen fotograf agagida verilmistir.

Sekil 1.7. : Aktif karbonun gozenek yapisi.

Adsorpsiyon igin gozenek yapisi, toplam i¢ yilizeyden daha Onemli bir
parametredir. Gozeneklerin biiytikliikleri, uzaklastirilacak olan kirliliklerin tanecik
caplarina uygun olmalidir. Ciinkii karbon ve adsorplanan molekiiller arasindaki ¢ekim
kuvveti, molekiil biiyiikliigli gozeneklere yakin olan molekiiller arasinda daha
biiyiiktiir.

The International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) adsorbanlar
icin gozenek biiyiikliigiinii yaricaplarina gore dérde ayirmistir;

1. Makro gozenekler(r > 25 nm)

2. Mezo gozenekler (1 <r <25 nm)

3. Mikro gozenekler(0,4 <r <1 nm)

4. Submikro gézenekler(r < 0,4 nm) olarak siniflandirilabilirler.
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/ Dig Yiizey

i Yiizey

Dig Yuzey

Sub-mikro gozenek

Mikro gozenek

Mezo gozenek

Makro gozenek

i Yiizey | Gozenek Yapisinin Sematik Gosterimi

Sekil 1.8.: Sematik olarak aktif karbon modeli

Adsorpsiyon ve desorpsiyon i¢in dnemli olan aktif karbon gbézenek sistemi,
Sekil 1.8’de sematik olarak gosterilmistir. Mikro gozenekler i¢ ylizeyin onemli bir
kismini teskil ederler (~% 95). Makro gozenekler ise adsorpsiyon i¢in nispeten dnemli
olmamakla birlikte, ancak mikro gdzeneklere dogru difiizyonun hizli olmasi i¢in
iletici olarak gereklidirler. Makro go6zenekler molekiiliin aktif karbon igerisine
girmesini, mezo gozenekler daha i¢ bolgelere dogru tasinmasinmi saglarken, mikro

gozenekler ise adsorpsiyon olay1 i¢in kullanilirlar.
1.3.1.7. Aktif karbon tiirleri

Atik su islemleri i¢in glinimiizde kullanilan en 1yi aktif karbonlar ¢esitli
komiirlerden ve dogal materyallerden elde edilir. Bunlar: tas komiirii, mangal komdirti,
turba, linyit, odun, kemik; Hindistan cevizi, findik ve pirin¢ kabugu; meyve
cekirdekleri ve yag friinleridir. Bu materyallerden elde edilen aktif karbonlar
genellikle sert ve yogundur. Suda bozunmadan uzun siire kullanilabilirler. Aktif
karbonlar degisik 6zelliklere sahip sekillerde tiretilebilirler. Bunlar;

1. Toz halindeki aktif karbonlar,
2. Graniile aktif karbonlar,
3. Pelet halindeki aktif karbonlardir.,

Karbonun kimyasal aktivasyonu sonucu, toz haldeki aktif karbonlar elde

edilirler. Bu karbonlar, giinlimiizde atik sularin temizlenmesi islemlerinde en g¢ok
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kullanilan aktif karbonlardir. Gaz aktivasyonu ile yapilan graniile {iriinler ve peletler
daha ziyade gazlarin saflastirllmasinda kullanilirlar. Ancak graniile haldeki aktif
karbonlarin da atitk su isleme sistemlerinde olduk¢a iyi sonuglar verdigi
belirtilmektedir. Graniile ve toz haldeki aktif karbonlar organik ve inorganik
maddelerin uzaklastirilmasinda miikemmel sonuclar vermektedir. Bu aktif karbonlar
biyolojik olarak islem gérmiis atik sular1 ve organik kaynakli endiistriyel atiklar i¢ceren

atik sular1 temizlemek i¢in de yillardir kullanilmaktadir.
1.3.1.8. Aktivasyon teknikleri

Aktif karbon iiretimi i¢in, karbonca fakir olmayan tim maddeler, cesitli
aktiflestirme yoOntemleriyle aktiflestirilerek kullanilabilirler. Bu aktiflestirme

yontemleri kimyasal aktivasyon ve gaz aktivasyonu olmak iizere ikiye ayrilir.
1.3.1.9. Kimyasal aktivasyon

Bu teknik genellikle turba ve odun temel kaynakli ¢ig materyallerin
aktivasyonu i¢in kullanilir. Cig materyal ¢inko kloriir, fosforik asit veya potasyum
hidroksit ile doyurulur. Daha sonra karbonu aktive etmek i¢in 500-800 °C sicakliga
kadar 1sitilir. Aktive edilen karbon yikanir, kurutulur ve ¢giitiilerek toz haline getirilir.
Kimyasal aktivasyon sonucu olusturulan aktif karbonlar, genellikle biiyiik
molekiillerin adsorpsiyonu icin kullanilirlar ve olduk¢a genis gobzenek yapisi

sergilerler.
1.3.1.10. Gaz aktivasyonu

Bu aktivasyon teknigi genellikle komir ve meyve kabuklarinin
aktivasyonunda kullanilir. Cig materyal oncelikle karbonizasyon olarak adlandirilan
1s1l bir igleme tabi tutulur. Bu islem gozenekleri kiiclik olan karbonlu bir {iriin
olusmasma yardimci olur. Daha sonra bir inert gaz atmosferinde ve 800-1100°C
sicaklik araliginda aktivasyon islemi gerceklestirilir. Bdylece, baslangicta
karbonizasyon ile olusturulan ara materyal, asagida verilen su-gaz reaksiyonu ile gaz

fazina doniistiiriilerek mevcut gozenekler genisletilir ve sayilar: artirilir.

C + Hy0 — CO + H,-175,440 k/(kg mol)
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Bu reaksiyon endotermiktir ve reaksiyon icin gereken 1s1, kismen olusan CO

ve Hy’nin yanmasi ile korunur.
2C0O + 0, — 2CO, + 393,790 kJ/(kg mol)
2H, + O, —» 2H,0 + 396,650 kJ/(kg mol)

Elde edilen aktif karbon siniflandirilir ve elenip tozu giderilerek kullanima
hazir hale getirilir. Gaz aktivasyonu ile elde edilen aktif karbonlar da kimyasal
aktivasyondan elde edilenler gibi iyi bir gézenek yapisi sergilerler. Hem sivi hem de

gaz fazdan molekiil ve iyonlarin adsorpsiyonu i¢in etkin bir sekilde kullanilirlar.
1.4. Enzimler

1878 yilinda Willy Kihne biyolojik reaksiyonlar1  hizlandiran
biyokatalizatorler i¢in “hiicrede bulunan” anlamina gelmek iizere ilk kez “enzim”
degimini kullanmigtir. Mikroorganizmalar gibi enzim oziitlerinin (ekstraktlarinin) de
besin ve fermantasyon endiistrisinde kullanilmalar1 oldukga eskidir. Ornegin, arpadan
elde edilen malt 6ziitliiniin nisastay1 ¢oziiniirlestirdigi cok eskiden beri biliniyor ve
besin endiistrisinde kullaniliyordu. 1883 yilinda Payen ve Persoz; nisastanin
coziinlirlestirilmesinde, malt 06ziiti igerisinde bulunan diastazin etken oldugunu
bulmuslar ve malt 6ziitiinlin kaynatilmasi ile bu etkinliin ortadan kalktigmni 6ziit
icerisindeki diastazin alkolle ¢oktiiriilmesi sonucunda ise geri kalan karigiminin ayni
etkinligi gostermedigini gozlemislerdir.

Malt diastazin kalsiyum siilfat ile kararli duruma getirilebilecegi ve endiistriyel
amaglarda kullanilmasinin daha kolaylasacagi kanitlanmistir. Lipaz ve Proteaz
enzimlerinin ¢amasir yikama sularina katilarak c¢ok etken bir temizleyici olarak
kullanilabilecegini saptanmustir.

1926 yilinda ilk kez iireaz enzimi kristalleri elde edilerek molekiiliin biiyiik bir
kisminin proteinden olustugu bulunmustur. Boéylece enzim tiirlerinin bulunmasi
sonucu enzim bilimi (enzimoloji) ad1 verilen biiylik bir bilim dali dogmustur. Yeni
enzimlerin bulunmasi; enzimleri ayirma, saflastirma ve tanima ydntemlerinin

gelismesine bagl olarak yildan yila giderek biiyiik oranda artmistir. Ornegin, 1930
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yilina degin 80 enzim bilinirken bu say1 1947 yilinda 200, 1968 yilinda ise birden bire
1300’e yiikselmistir. Bugiin 2000°e yakin enzim bilinmekte ve bunlarin pek ¢ogunda
biyolojik ortamlardan ayrilarak izole edilerck saf halde satisa sunulmus
bulunmaktadir.

Enzimlerin hiicre ve canli metabolizmadaki 6nemi inanilmayacak kadar
fazladir. Bunun i¢inde tip, biyokimya ve biyolojide ¢ok genis ve yaygin arastirma
alan1 bulunmustur. Enzimlerin bazi hasatliklar ile ¢ok yakin ilgileri vardir. Bu nedenle
kanda ve oteki biyolojik ortamlardaki enzim aktivitelerinin Olg¢lilmesi, tipta tam
yoniinden biiyiik kolayliklar saglamaktadir.

Endiistriyel 6nemi bulunan pek ¢ok reaksiyon, biyolojik ortamda ¢ok daha
kolay ve 1ilmli kosullarda olusabilmektedir. Oyle ise enzimlerin endiistride
kullanilmasi, ¢ok yliksek basing ve sicaklik gibi fazla enerjiye gereksinme gosteren
kosullar1 gerektirmeyecegi i¢in, biiyilk ekonomik ve pratik yararlar saglayacagi
aciktir. Bugiin yiiz yirminin tistiinde enzim, endiistriyel amacla kullanilmaktadir.

Enzimlerin elde edilmesinde kullanilan {i¢ kaynak vardir. Bunlar; hayvansal,
bitkisel ve mikropsal kaynaklardir. Bu {i¢ kaynak arasinda en onemlisi, iiretimi ve
uygulanmasindaki kolaylik bakimindan mikroorganizmalardir. Iste bu nedenle,
endiistriyel mikrobiyolojinin en énemli alanlarindan biri de enzim iiretimidir, 6rnegin
1972 yilinda Amerika’da fermantasyon yolu ile iiretilen tiim iiriinlerin parasal degeri 2
milyar dolar olup bunun 64 milyon dolarin1 enzimler olusturmustur. Enzimlerin
ayrilma ve saflastirma iselemlerisnin bugilinkii Olgiilerde degismedigi donemlerde
fermantasyon ve benzeri reaksiyonlarda yalnizca mikro organizmalardan ya da saf
olmayan kaba enzim 6ziitlerinden (Ekstraktlarindan;) yararlanilmistir. Oysa sonradan,
ozellikle ¢ok saf olmasi gereken bazi ilaglarin ve biyokimyasal bilesiklerin elde
edilmesinde enzimlerin kullanilmasinin bir¢ok yarar1 oldugu goriilmiistiir. Ancak, bu
amagla enzimlerin biyolojik sistemlerden ayirma yontemlerinin gelistirmesi; enzim
kinetigi ve mekanizmalarmin da daha iyi anlagilmasi; kimi zaman, endiistriyel
kosullarda aktivitelerini uzun siire koruyabilecek 6zel enzim sistemlerini hazirlama
tekniklerinin bulunmas1 gerekmistir. Iste, son yillarda gelisen enzim bilimi bu

sorunlar1 ¢Oziimleyebilmis ve enzimlerin endiistride kullanilabilme kosullarini
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arastirarak uygulama alanina koymak tizere biyokimya miihendisligi igerisinde enzim
mihendisligi ad1 altinda yeni bir uzmanlik dali ortaya ¢ikmistir. Cok yeni bir bilim
dal1 olan “enzim miihendisligi”, enzim teknolojisi ve biyoteknoloji i¢in 6nemli olan su

sorunlar1 ¢ozmeye ugragmakladir:

1. Dogal kaynaklardan saf enzim elde etme yontemlerinin gelistirilmesini ve

enzim iiretimine iliskin maliyetlerin diistiriilmesi.
2. Ayni enzimi birgok kez kullanabilme yonteminin gelistirilmesi;
3. Enzimlerin kararhiliklarinin arttirilmasi:

4. Bol enzim d{iretimi i¢in uygun biyolojik kaynaklarin segilmesi ve

gelistirilmesi;

5. Enzimlerin ya da dogrudan dogruya mikroorganizmalarin suda ¢oziilmeyen
bazi 0Ozel tutucularda immobilize edilerek (yakalanarak) daha kararli duruma

getirilmesi ve siirekli reaktorlerde kullanilabilme olanaklarinin saglanmasi;
6. Endiistride kullanilmak amaci ile en uygun enzim reaktorlerinin yapilmasi;

7. Enzim teknolojisinde ii¢ uygulanan proses (siire¢) kontrol sistemlerinin

gelistirilmesi;

8. Enzim reaktorlerinden ¢ikan karisimlarda {iriinleri ayirma ve saflastirma
islemlerinin diizenlenmesi (Pekin, 1979).

Enzimler, canli organizmadaki kimyasal reaksiyonlari hizlandiran ve higbir
yan lrlin olugsmasina firsat vermeden % 100 lik bir iiriin verimi saglayan protein
yapisindaki biyolojik katalizorlerdir. Bu katalizorlerin en Onemli 6zellikleri,
katalizleme giicleri ve spesifikleridir.

Bazi enzimler katalizleme fonksiyonlarin1 yalniz protein yapilariyla yerine
getirebilirken bazilar1 da protein yapisinda olmayan kofaktdr adi verilen gruplara
ithtiya¢ duyarlar. Kofaktor bir metal iyonu olabildigi gibi koenzim denilen kompleks
bir organik bilesikte olabilir. Bazen aktivite i¢in ikisi de gerekebilir. Kofaktorlere
sahip enzimlere holloenzim denilmektedir. Kofaktorler enzimlere ligand baglara farkli

kuvvetlerde tutulmus olup diyaliz yoluyla enzimlerden uzaklastirabilirler. Kofaktorii
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kendisinden uzaklastirilmis olan enzim, aktivitesini kaybeder. Enzimin yalniz protein
kismina apoenzim denilmektedir.

Giliniimiizde yaklasik 2000 kadar enzimin varlig1 bilinmektedir. Bunlardan 250
kadar1 saflastirilip kinetigi incelenmistir. Yapilan genetik ¢alismalar ve hiicre
icerisindeki kimyasal reaksiyonlarin ¢esitliligi daha bir¢cok enzimin kesfedilmedigini
gostermektedir.

Enzimlerin miktar1, aktiviteleri esas almarak belirlenir ve enzim iinitesi (E.U)
cinsinden verilir. Kapsamli bir {inite tarif olmamasina ragmen, 25 °C’de ve optimum
sartlarda 1 mikromol substrat bir dakikada iirline doniistiiren enzim miktarina bir
enzim Unitesi denilmesi kabul edilmistir. 1 mg protein bagina diisen enzim initesi
spesifik aktivite olarak tanimlanir ve buna da enzim safliginin 6l¢iisii denir.

Enzim iiretiminde ham madde sorunu mikrobiyal kaynaklar sayesinde biiyiik
Olgiide ¢Ozlinmiis goriinmektedir. Bununla birlikte enzimlerin mikrobiyal
kaynaklardan izolasyon ve saflagtirilmasi olduk¢a masrafli bir istir. Bilindigi gibi
enzimler su da coziilen, spesifik katalizorlerdir. Endiistriyel uygulamalar1 ¢ogu sulu
cozeltilerde gecgeklestirildiginden katalizér olarak kullanilan serbest enzimi
aktivitesini yitirmeden geri kazanilmasi olanak disidir. Serbest enzim, reaksiyon
ortamin da istenildigi anda uzaklastirilmadigindan reaksiyonun kontrolii ¢cok giigtiir.
Reaksiyonun istenilen anda durdurulmasi i¢in inhibitor katilmasi diisiiniilebilir. Ancak
serbest enzim tarafindan kirletilmis olan reaksiyon {iirlinlerine bdylece yeni bir kirlilik
unsuru eklenmis olacaktir. Uriin veya {iriinlerin bu kirlilik unsurlarin da aritilmasi
maliyeti cok arttirmaktadir. Katalizor olarak kullanilan serbest enzimi reaksiyon
ortamindan aktivitesini yitirmeden g¢ikarabilmek olanaksiz oldugundan enzimin
yeniden kullanilmas1 da s6z konusu degildir. Bu ise enzimlerin ¢ok spesifik ama o
oOlciide pahali katalizorler olmalar1 nedeniyle maliyeti yilikselten 6nemli bir etmendir.

Katalaz enzimi (EC1.11.1.6) hidrojen peroksidin su ve oksijen molekiiliine
ayrismasi sonucu dogada bol miktarda bulunmaktadir. Katalaz enziminin reaksiyon
hiz1 oldukga yiiksektir ve optimum satlar altinda bir mol katalaz enzimi bir dakika

igersisinde 5 milyon mol hidrojen peroksidi ayristirabilir.
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1.4.1. Enzimlerin cahisma mekanizmasi

Daha oncede degindigimiz gibi enzimin hangi substratla ¢alisacagini saptayan
kismi apoenzim kismudir. Demek ki apoenzim kismiyla substrat arasinda bir iligki
vardir. Koenzim kismi daha ¢ok kimyasal baga yakin olarak islev gosterir, 6rnegin
ester baglarii pargalar. Oyle anlasiliyor ki enzim apoenzim kismui bir ya da birkag
yerinden aktif bolgelerden substrat molekiiliine yapisiyor ya da baglamiyor (yani bir
enzim-substrat kompleksi olusturuyor) ve bu arada koenzim kismi1 substrat tizerindeki
baglara gecerek gercek anlamda birlesmeye veya baglamaya giderek onu pargaliyor.

Enzimlerin kimyasal yapilar, Ozellikle iiclinciil yapilar1 tam olarak
bilinmediginden (ilk yapist agiklanan enzim ribonukleas, 124 amino asitten meydana
gelmistir) ¢alisma  mekanizmalari1 daha hala tam anlamiyla acikliga

kavusturulmamastir.
1.4.1.1. Enzimlerin cahsmasina etki eden faktorler
1.4.1.1.1. Cabuk denge durumu

Michaelis-Menten’in kinetik denklemine gore, reaksiyonda once hizla bir
enzim-substrat kompleksi (ES) olusur, sonra bu ara iiriin yavas yavas triine dontisiir

ve enzim ayrilir.

ks
E+S<ES—Xer 5 E + P((kinetikdenklen)

o _[ELIS]
[ES]

Ks, ES kompkelsinin disosiasyon olup buna “Michaelis kompleksi” denir.

Genellikle enzim reaksiyonlsarinda [E]<[S] dir. O zaman da V, [E] ile
orantilidir. Reaksiyonun hizi, “katalitik hiz sabiti” (kcat) biiyiikliigline ve [ES] ye
baghdir.

V=kcat [ES]
Total enzim konsantrasyonu [E]t, serbest [E] ve [ES] ile iliskilidir.

[E]t=[E]+[ES]
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[E] =[E]t — [ES] Bu deger Ks esitliginde yerine konulursa:

[ES] = [EXL] o
— "Js+[S] Budegeride V esitliginde yerine koyarsak:

V= KcafEJt[S]
~ Ks+[S]

elde edilir.

1.4.1.1.2. Kpdegerinin yararlari

— K degeri, bir nezimin karateristigidir. Birka¢ enzim birden aym Kp,
degerine sakip olabilir.

— Enzimin substrata affinitesi hakkinda bilgi verir. Ky, diisiik ise affinite
yiiksektir. Ciinkii, enzim diisiik [S] da maksimuma hizla doyar.

— K degeri diisiik olan enzimlerin metabolizmadaki 6nemleri biiyiiktir.
Diistik deger denilince 10® -10° M. anlagilir. Yiiksek K degerleri ise 102 -10™ M.
diizeyindedir.

— Enzim aktivitesinin IU ile ifade edilmesi, 6l¢lim sartlarinin standart sartlar
(opt. pH ve 25 0C) oldugunu gosterir. Ciinkii 6l¢limler, michaelis menten egirisinin
farkli kisimlarinda yapilmissa farkli degerler elde edilir.

— Enzimi, bir inhibitdr etkiliyorsa bu etki ve sekli hakkinda bilgi verir.
1.4.1.1.3. Sicakhk

Sicaklik 10 °C yiiksekliginde tepkime hiz1 iki misli artar; yani tepkime hizinin
eksilmesi, sicaklikla dogru orantilidir. Fakat belirli bir noktadan itibaren diismeye
baslar ve tamamen durur. En iyi ¢aligabilecegi sicakligi optimum sicaklik denir. Fakat
bu sicakligin devami ya da sicakligin biraz daha yiikselmesi enzimlerin etkinligini
sonsuz olarak ortadan kaldirir. Enzimlerin etkisiz hale ge¢meleri ile proteinlerin
koagiile olmasi arasinda biiyiik bir iligkinin olmasi, onlarin biiyiikk bir kisminin
proteinlerden yapildigin1 kanitlar. Dogal olarak enzimler, proteinlerin bir kism1 gibi
biitiinclil yapiya sahiptir veya en azindan molekiillerinin bir kismi bu yapidadir.
Diisiik sicakliklar enzimim etkinligini azaltir. 0°C’de enzim ya hig ya da pek az islev

gosterir. Fakat sogugun enzimin yapisini bozdugu goriilmemistir sicaklik eski hale
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dondiigiinde etkinlik yine baslar. Daha yiliksek sicakliklarda (cocuklarda 42,

yetigkinlerde 45 0C) enzimler etkisizlesirler ¢cok defa koagiile olurlar.
14114 pH

Enzimler pH degisimine kars1 ¢cok duyarhdirlar. Genellikle ¢ok fazla asidik ve
alkali ortamda etkisizdirler. Bu pH derecesine “Optimum” pH’ denir. Grnegin
proteinin parcalayan pepsin, midenin iki pH’lik asidik ortaminda max calisir: Buna zit
olarak pankreastan salgilanan veya yine protein sindirimimde rol alan tripsin, ancak
8.5 pH da optimum olarak ¢alisabilir. Belki de bu elektrik yiiklenmesi enzim-substrat
arasindaki cekiciligi arttirmaktadir. Kuvvetli asitler ve bazlar enzimleri koagiile

ederler.
1.4.1.1.5. Enzim / Substrat derisimi

Reaksiyon hizi, [S] ile dogru orantilidir. Bu artis, bir noktaya kadar birlikte ve
ayn1 oranda olur. Fakat [S] artmaya devam ettikge, reaksiyon hizi sonuna kadar
artmaz ve mutlak bir maksimuma ulasir. Bu noktadan itibaren [S] artisi, artik hizi
etkilemez ve hiz sabit devam eder. Ciinkii bu noktada enzim substratla tam doygun

hale gelmistir. (Baysu ve Camas, 1995).
1.4.1.1.6. Reaksiyon iiriinlerinin enzim aktivitesi iizerine etkisi

Zamanla {iriin artis1 nediniyle, reaksiyon hizi azarlir. Ciinkii reaksiyon

reverzibldir.
enzim
A< B+C
1.4.1.1.7. Zamanin enzim aktivitesi iizerine etkisi

Enzim reaksiyonunun hizi, zamanla azalir. Ciinkii, reaksiyon iirlinleri, zamanla
kendi aralarinda birleserek ters yonde bir reaksiyon getirir. Keza, enzim zamanla
denature olur ve substrat azalir veya tiikenir. Bunun i¢in enzim &l¢timleri, genellikle

substratin yaklagik %10’unun kullanildig1, reaksiyonun baslangi¢ zamanina rastlanilir.
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1.4.1.1.8. Hormonlar ve diger biyokimyasal faktorlerin enzim aktivitesi

uizerine etkisi

GIDH enziminin yapisindaki 4 alt {inite, disosiye olarak zamanla bu enzimin
aktivitesini yok eder. Bu etkiye sebep, Ostrojenik, androjenik ve steroid bazi gebelik
hormonlaridir. NAD, enzimi steroidlerin etkisine daha duyarl hale getirir. Ornekler

cogaltilabilir.
1.4.2. Enzim immobilizasyon yontemleri

Kelime olarak immobilizasyon hareketi sinirlandirma demektir.

Kalin tasiyici: Enzim immolizasyonunda dogal ve sentetik bir¢ok organik ve
inorganik materyal kullanilmaktadir. Bir tasiyicida hidrofilik karakter, suda
coziinmeme, gozenekli (pordz) yapi, mekanik stabilite ve uygun partikiill formu,
kimyasal ve termal stabilite, mikroorganizmalara kars1 direnclilik, ucuzluk,

zehirsizlik, dejenere olabilme gibi 6zellikler aranir.
1.4.3. Enzim immolizisayonunda kullanilan tasiyicilar sunlardir:

Anorganik: Kil, cam, silikajel, bentonit, hidroksiapatit, titandioksit,
zirkonyumdioksit, nikeloksit, pomza tasi, aktif karbon, metaller, metal oksitler.

Dogal polimerler: Seliilloz, nisasta, dextran, agur ve agaroz, karagenan,
kallogen, Kitin ve kitozan, jelatin ve albiimin ve ipek.

Sentetik polimerler: Polisten tiirevleri, poliakrilamit, naylon, vinil ve alil

polimerler, iyon degistirici regineler, maleik anhidrit polimerleri.
1.4.4. Baglama yontemleri
1.4.4.1. Tasiyiciya baglama

Enzim immolizsayonunda dogal ve sentetik birgok organik materyal
kullanilmaktadir. Tas1yict membran, suda ¢dziinmeyen kati veya polimer olabilir.

Enzim immmolizasyonunda yaygin olarak kullanilan tasiyicilarn kil, cam,
slikajen, bentonit, titandioksit, ponza tasi, aktif karbon, metaller, metal oksitler,
seliiloz nisasta, kollagen, kitin, jelatin, albumin, ipek, iyon degistirici regineler ve

metarilat olarak belirtebiliriz.
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1.4.4.2. Kovalent baglama

Enzimlerin reaktif tasiyicilara kovelent baglanmasi genelde sulu ortamda
gergeklesir. Burada dikkat edilecek en 6nemli nokta, baglanmanin enzim zincirindeki
amino asitlerin tasidig1 fonksiyonel gruplar {izerinde gerceklesir. Bu tiir tasiyicilarin
seciminde enzim-tasiyici baginin aktivite i¢in zorunlu gruplar iizerinden olmamasi
yaninda tasiyicinin enzim tarafindan pargalanmamasi, mikroorganizmalara olanak
vermemesi, pH ve ¢ozgenlere dayanikli olmasi gibi 6zellikler tagimasina dikkat edilir

(Telefoncu,1986).
1.4.5.Tutuklama yontemleri

Tutuklama, enzim molekiiliini belirli bir mekanda durmada zorlamaktir.
Enzim bulundugu cevreden disar1 ¢ikamaz. Bu islem polimer matriks igersindeki
kafeslerde gerceklestirilebilecegi gibi yan gecirgen membranlar iginde mikrokapsiiller
ve miseller ile gercekelestirilebilir.

A. Polimer matrikste tutuklama: Polimerizasyon ve capraz baglamanin
olusturdugu ortamda enzimde bulundugu takdirde enzim, capraz baglama sonucu
olugsana dek odaciklarda tutuklanmaktadir. Molekiil agirhigr 15.000’den fazla olan
enzimlerin bu yontemle immobilizasyonlar oldukca kolaydir. Bu tiir immolizasyon
isleminde kullanilan tasiyicilar hidrofilik temele dayali poliakrilamit jeli ve jel
olusturan polisakaritlerdir (Kawashima,1987).

B. Mikro Kkapsiilleme: Bu yontem enzim melekiilllerini yar1 gegirgen bir
membran i¢inde tutuklanmasindan ibarettir (Chang,1976).

C. Faz ayrilmasi yontemi: Suda ve tamponda hazirlanmis enzim ¢dzeltisi
uygun bir organik ¢dzgende iyice karistirilarak emisyon haline getirilir.

D. Yiizeyler arasi polimerizasyon: Bu yontem, emisyon halindeki ¢6zeltide
enzim mikro damlaciklarmin g¢evresinde suda ¢6ziilmeyen kopolimerlerin sentez
edilmesine dayanmaktadir. Boylece c¢ozelti icerisinde yalniz enzim c¢ozeltisi mikro
damlaciklarinin gevresinde olugsmasini saglamak 6nemlidir.

Mikro kapstillerin biiyiikliigii emilsiyon hazirlanmasi sirasindaki karigtirma

hizina, oraganik sivinin viskozitesine ve ylizey yapict maddelerin konsantrasyonlarina
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bagimlidir.

E. Sivi kurutma yontemi: Bu yontem, enzimin suda ¢oziilen organik bir
¢ozgende ¢oziilmis polimerde dispersiyonu, sulu ¢ozeltide dispersiyonu ve kurutmaya
dayanir. Daha sonra bu emilsiyon jelatin, polivinilalkol ve ylizey aktif maddeler gibi
kolloid koruyucu maddeler igeren ortamda yeniden emilsiyon haline getirilir. Son

asamada ise siirekli karistirilarak vakum altinda organik ¢6zgen uzaklastirilir.
1.5. Adsorpsiyon

Atom, iyon ya da molekiillerin bir kati ylizeyine tutunmasina adsorpsiyon,
tutunan taneciklerin yiizeyinden ayrilmasina desorpsiyon, katiya adsorplayici, kati
yiizeyinde tutunan maddeye ise adsorplanan adi verilir.

Sabit sicaklik ve sabit basingda kendiliginden oldugundan dolay: adsorpsiyon
sirasindaki serbest entalpi degisimi yani adsorpsiyon serbest entalpisi, AG daima eksi
isaretlidir. Diger taraftan, gaz ya da siv1 ortaminda daha diizensiz olan tanecikler kati
yiizeyinde tutunarak daha diizenli hale geldiginden dolay1 adsorpsiyon sirasindaki
entropi degisimi yani adsorpsiyon entropisi AS de daima eksi isaretlidir. Adsorpsiyon

serbest entalpisi ve adsorpsiyon entropsinin daima eksi isaretli olmasi
AH=AG+TAS

esitligi uyarinca adsorpsiyon sirasindaki entalpi degisiminin yani adsorpsiyon
entalpisi AH’nin daima eksi isaretli olmasin1 gerektirmektedir. Adsorpsiyon 1sis1 da
denilen adsorpsiyon entalpisinin eksi isaretli olmas1 adsorpsiyon olaymin daima 1s1
salan yani ekzotermik oldugunu gostermektedir. Adsorpsiyon 1sist kati yiizeyindeki
doymamis kuvvetlerle adsorplanan tanecikler arasindaki etkilesmelerden dogmaktadir.

Adsorpsiyon 1s1s1 -20 kiJmol™® civarinda olan etkilesmeler sonundaki
tutunmalara fiziksel adsorpsiyon, -200 kJmol™ civarinda olan etkilesmeler sonundaki
tutunmalara ise kimsayal adsorpsiyon denir. Fiziksel adsorpsiyon sirasinda atom,
molekiil ya da iyon seklinde olabilen adsorplanan tanecikler ile kati1 yiizeyi arasinda
uzun mesafeli fakat zayif olan van der Waals ¢ekim kuvvetleri etkindir. Kimyasal
adsorpsiyon sirasinda ise tanecikler ile ylizey arasinda bir kimyasal bag ve genellikle

de kovalent bag olusmaktadir. Tiim fiziksel adsorpsiyonlar ve cogu kimyasal
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adsorpsiyonlar ekzotermik oldugu halde hidrojen gazinin cam iizerinde tutunmasi gibi
bazi kimyasal adsorpsiyonlar endotermik olabilmektedir. Bu duruma, hidrojenin cam
tizerinde atomlar halinde tutunmasi ve Hy(g) —»2H(cam) ayrismasi igin tepkime
entropisinin biiyiik 6l¢iide art1 isaretli olmasi yol agmaktadir. Kimyasal adsorpsiyon
yalnizca bir tabakali yani monomolekiiler olabildigi halde, fiziksel adsorpsiyon bir
tabakal1 ya da ¢ok tabakali yani multimolekiiler olabilir. Diger taraftan ¢ogu fiziksel
adsorpsiyonlar tersinir olarak yiiriitiilebildigi halde kimyasal adsorpsiyon
tersinmezdir.

Gozeneklilik: Bir gr kati icindeki bogluklari toplam hacminin adsorplananin
goriiniir hacmine oranina denir. G6zenek hacmi ve gozeneklilik degisik yontemlerle

belirlenebilmektedir (Grangusit ve Amero, 1948).
1.5.1. Adrorplayicilarda gozeneklilik

Adsorplayicilar i¢cindeki bosluklara gézenek denir. Molekiiler elek adi verilen
sentetik zeolitlerde gozenek biiyiikliikkleri birbirine ¢ok yakindir. Fakat cesitli
adsorplayicilarda gbzenekler farkli boyutlara sahiptirler. Sinirlar kesin olmamakla
beraber boyutlarina gére gdzenekler ti¢ e ayrilir.

1) Mikro (¢ok kiiclik gozenek): Bunlarin yarigaplari 15 A% dan daha kiictiktiir.
Bu tiir gozenekleri i¢eren adsorplayicilarda adsorpsiyon bir tabaka olusumu seklinde
degil bir hacim doldurma seklindedir

2) Yarnt mikro (kiiclik) gozenekler: Bu gozeneklerin ayr1 ¢ap1 15-150 A°
arasindadir. Bu adsorplayicilarda gozeneklerin ic¢ylizeyleri once tek tabaka sonra ¢ok
tabakal1 olarak kaplanir.

3) Makro (biiyiikk) gozenekler: Yar1 caplart 150 A% dan biiyiik olan
gozeneklerdir.Yalniz bu tiir gézenekleri i¢eren adsorplayicilarin yiizey alanlari ¢ok

kiigiiktiir.
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% “r ° o: A¢ik Gozenekler
2 : c: Kapali Gozenekler
: - : . t: Nakliye Gozenekleri
c b: Cikmaz Gozenekler
i Vs

Sekill.9. Katilarda gozeneklilik

Kimyasal adsorpsiyonda ise; kati ile adsorplananin molekiilleri arasinda
kimyasal reaksiyondaki kuvvetler etkindir. Aktivasyon enerjisi gerkektirdiginden
dolay1 kimyasal adsorpsiyon ancak yiiksek sicakliklarda olabilir. Bir tabakali olan bu
adsorpsiyonun 1sis1, kimyasal reaksiyon 1sisina yakin ve genellikle 10-150 Kcal/mol
arasindadir (Sarikaya, 2000).

Bir molekiiliin potansiyel enerjisinin adsorplayici yilizeyine olan uzakligi ile
degisimi sekil 1.a ve b de sematik olarak ¢izilmistir. Fiziksel olarak adsorplanmis
molekiiller yiizeye daha da yakinlastigin da adsorpsiyon potansiyel enerjisi biiyiik
Olciide diismektedir. Sekil 1.a aktivasyon enerjisinin gerekmedigi bir kimyasal
adsorpsiyon sekil 1.b ise E kadar bir aktivasyon enerjisinin gerekli oldugu kimyasal

reaksiyon i¢in verilmistir (Sarikaya, 2000).

a) Aktiflenmemis Kimyasal Adsorpsiyon. b) Aktiflenmis Kimyasal Adsorpsiyon
Sekil 1.10. Fiziksel ve kimyasal adsorpsiyonlarin potansiyel enerjileri

Fiziksel olarak adsorplanmis molekiiller yilizeye daha da yakinlastiginda
kimyasal adsorpsiyon oldugundan potansiyel enerji biiyiik 6l¢iide diismektedir.

Adsorpsiyon c¢esitli faktorlerden etkilenir. Adsorbanin kimyasal yapisi ve
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aktivite derecesi ¢ok Onemlidir. Adsorpsiyon kromadografisi hareketli fazda
¢Ozlinmiis halde bulunan madde ile adsorbanin yilizeyinde tutulmus olan maddelerin
molekiilleri arasinda bir dengenin saglanmasi esasina gore isler. Maddelerin
polariteleri hem hareketli fazdaki siiriiklenme hizin1 hem de adsorbanin yiizeyinde
tutunma derecesini tayin eder. Genel kural olarak polar maddeler polar ¢oziiciilerde,
apolar maddeler ise apolar c¢oziiciilerde iyi siiriiklenir. Bu molekiiliin polaritesi
yapisinda bulunan fonksiyonel gruplarin cinsi, sayisi ve pozisyonuna baglidir. Cl, NH,
ve OH gruplart poleriteyi arttirir, CH; ise azaltir. Adsorptivite genellikle su siray:
takip eder:

COOH>0OH>NH,>CH; COO>NO,>Cl

Ideal bir adsorban sdyle olmalidir:

1. Hareketli fazda ¢oziinmemelidir.

2. Sistemdeki maddelerle reaksiyona girmemelidir, yani inert olmalidir.

3. Partikiilleri (parcaciklari) esit biiyiikliikte olmalidir.

4. Ayrilmasi istenen maddeler ve hareketli faza bagl olarak aktivitesi istenen
diizeyde olmalidir. Eger adsorban ¢ok aktif ise (yani ¢ok az su ihtiva ediyorsa veya
kuvvetli adsorbansa) maddenin siiriiklenmesi ¢ok yavas olur, yani madde adsorban
ylizeyine sikica tutunur. Az aktif adsorbanlarda ise tutunma hemen hi¢ olmaz.

5. Beyaz renkli olmalidir.

En ¢ok kullanilan adsorbanlar sunlardir:

Zayif olanlar: Seker, nisasta, seliiloz, talk, kieselguhr ve selit.

Orta kuvvette olanlar: Kalsiyum karbonat, kalsiyum fosfat, magnezyum fosfat,
magnezyum hidroksit, kalsiyum hidroksit.

Kuvvetli olanlar: Magnezyum silikat, alumina ( Al,Os), silikajel (Si0,.nH,0),
aktif komiir, aktif magnezyum oksit, kaolin, bentonit, aliminyum silikat.

Alumina i¢inde tasidig1 su oranina gore 5 dereceye ayrilir:

1. derecede aktif (% 0) ,5. derecede ise en az aktif (% 15 su) olanidir. Bir
maddenin siiriikklenme orani belli bir adsorban i¢in, kullanilan ¢oziicliye (solvan) bagl

olacagindan c¢oziiciiler eliisyon kuvvetlerine gore eliiotropik seri adi altinda
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siniflandirilirlar: Petrol eteri, hekzan, karbontetrakloriir, toluen, benzen, diklorometan,
kloroform, eter, etilasetat, aseton, izo- propanol, etanol, metanol, su (apolardan polara
dogru) (Gregg ve Sing, 1982).

Adsorbanlar ¢ok degisik tiirde olmakla birlikte iyi bir adsorpsiyon
saglayabilmek icin genellikle adsorbanin bir 6n islemden gecirilmesi gerekmektedir.
Enzim immobilizasyonun da en ¢ok kullanilan adsorbanlar; aktif karbon, goézenekli
cam, diatome topragi, CaCOs, kiil, kolodyum, silika jel, bentonit, hidroksiapatit,
nisasta, gluten ve kalsiyum fosfattir.

Bir enzimin suda c¢oziinmeyen tasiyicida adsorpsiyonu pH, ¢odzgen, iyon
siddeti, enzim - adsorban oranmi ve sicaklik gibi faktdrlere baglhidir. Bu etmenlerin
arastirilmasi, adsorbanin ve aktivitenin geri kazanilmasi i¢in optimal kosullarin
saptanmasi ¢ok onemlidir. Adsorpsiyon isleminin mekanizmasi genellikle ¢ok karisik
olup bircok olasiliktan hangisinin ger¢ekleseceginin 6nceden saptanmasi, ¢ok glictiir.

Prensip olarak bir proteinin aktif adsorpsiyonu tersinir bir islem olmalidir.
Ancak bazi durumlarda (Ornegin; kaolinitte adsorplanmus iireaz) tersinir olmayan bir
adsorpsiyon s6z konusu olabilmektedir. Eger aktivite sabit kaliyor ve immobilize
enzim stirekli islemlerde kullanilabiliyorsa bu tiir adsorpsiyon enzim immobilizasyonu
icin ideal bir durumdur. Desorpsiyon, reaksiyon iiriinlerinin kirlenmesine ve aktivitede
stirekli bir degismeye neden olur. Tersinir adsorpiyonlar enzim immobilizasyonu i¢in
pek uygun degildir. Daha 6ncede belirttigimiz gibi absorbanlarin ¢ogu enzimlerin
saflastirilmasinda kullanilmaktadir. Bu saflastirma islemi sirasinda immobilizasyon da
gergeklesebilir.

Bazi adsorbanlar bir enzimin farkli bi¢imlerini, aktif veya inaktif
bicimlerinden birini adsorbe ederken digerini desorbe etmektedir. Eger enzimin aktif
sekli adsorbe edilirse, baz1 durumlarda immobilize enzimin bagil aktivitesi % 100 den
biliylik degerler almakta, tersi durumda ise bagil aktivite sifir olmakta yani
immobilizasyon iiriinii hi¢ aktivite géstermemektedir.

Son yillarda hidrofobik assosiyasyondan da enzim immobilizasyonun da

yararlanilmaya baglanmistir (Wong, 1993). Ligand olarak tane iceren adsorbanlarin
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birgok enzimin immobilizasyonunda kullanilacagi ve bu immobilizasyonda
hidrofobik kuvvetlerin 6nemli bir rolii oldugu 6ne siirtilmektedir.

Adsorpsiyon yoOnteminin yararlari; enzim immobilizasyon isleminin basit
olusu, degisik bi¢im ve ylikteki tasiyicilari se¢me olanagi vermesi ve bir yandan
immobilizasyon gerceklestirilirken diger yandan enzim saflastirilmasina olanak
saglamasidir. Islem cok kolay oldugu gibi ¢cok yumusak kosullarda gerceklesmekte
ve onemli 6lgiide enzim inaktivasyonuna da neden olmaktadir.

Yontemin sakincalarint ise su sekilde siralayabilirizz Her ne kadar
immobilizasyon islemi kolaysa da optimal kosullarin saptanmasi ¢ok gligtiir. Eger
enzim ile tasiyici arasinda kuvvetli bir baglanma yoksa bu durumda desorpsiyon
sonucu enzim serbest halde reaksiyon ortamina gegmekte ve iiriinlerin kirlenmesine
neden olmaktadir. Enzim desorpsiyonu ozellikle substrat konsantrasyonunun yiiksek

oldugu durumlarda hi¢ istenmeyen bir durumdur.
1.5.2. Adsorplanan madde

Adsorplayicinin bir graminda adsorplanan madde miktari; kiitle, mol ya da
adsorplayicinin gaz veya buhar olmasi durumunda normal kosullara indirgenmis
hacim olarak verilmektedir. Adsorplanan madde miktart i¢in genellikle X/m oram
kullanilmaktadir. Buradaki m adsorplayicinin kiitlesini, X ise bu kiitlede
adsorplanan maddenin kiitlesini, molar miktarin1 ya da normal kosullara
indirgenmis gaz hacmini gostermektedir.

Adsorplayicinin  kiitlesindeki artma ya da adsorplayicinin kiitlesindeki
azalma Olglilerek adsorplanan madde miktarina gecilebilir. Cozeltiden
adsorpsiyon sirasinda c¢Ozeltinin derisimindeki diismeden, gaz adsorpsiyonu
sirasinda ise sabit sicaklik ve sabit hacimdeki gazin basincindaki azalmadan ya da
sabit sicaklik ve sabit basingtaki gazin hacmindeki azalmadan adsorplanan
madde miktarina kolaylikla gegilebilmektedir. Adsorplanan madde y1gin halindeki
durumuna gore ¢ok farkli 6zelliklere sahip olmaktadir.

Adsorplayic1 ve adsorplanan yaninda sicaklikla sabit tutuldugunda gaz

fazindan adsorpsiyon yalnizca basinca, ¢Ozeltiden adsorpsiyon ise yalnizca
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derisime baglidir. Bu durumda, adsorplanan madde miktarin1 basingla ya da
derisimle degisimini veren ¢izgilere adsorpsiyon izotermi denir.

Adsorplayici ve adsorplanan yaninda hacim de sabit tutuldugunda
adsorplanan madde miktar1 yalnizca sicaklifa baglidir. Bu durumda, adsorplanan
madde miktarinin sicaklikla degisimini veren c¢izgilere adsorpsiyon izokoru denir.
Adsorplayici ve adsorplanan yaninda basing sabit tutuldugunda adsorplanan
madde miktar1 yalnizca sicakliga bagli olmaktadir. Bu durumda, adsorplanan madde

miktarinin sicaklikla degisimini veren ¢izgilere adsorpsiyon izobari denir.
1.5.3. Adsorplayici katilar

Metaller ve plastikler de dahil olmaz iizere bir kristal yapiya sahip olsun ya da
olmasin tiim katilar az veya ¢ok adsorplama giiciine sahiptir. Adsorplama giicii yiiksek
olan bazi dogal katilar1 komiirler, killer, zeolitler ve ¢esitli metal filizleri seklinde;
yapay katilart ise aktif komiirler, molekiiler, molekiiler elekler (yapay zeolitler),
silikajeller, metal oksitleri, katalizorler ve bazi1 6zel seramikler seklinde siralayabiliriz.

Adroplama giicii yliksek olan katilar deniz siingerini andiran bir gézenekli
yapiya sahiptir. Katilarin i¢inde ve goriinen ylizeyinde bulunan bosluk, oyuk, kanal ve
catlaklara genel olarak gozenek adi verilir. Dogadaki gozeneklerin boyutu bir magara
ile bir atom biiytikliigii arasinda degigsmektedir. Genisligi 2 nm’den kii¢iik olanlara
mikrogozenek, 2 nm ile 50 nm arasinda olanlara mezogozenek, 50 nm’den biiyiik
olanlara ise makrogézenek adi verilmistir. Katinin bir graminda bulunan
gozeneklerin toplam hacmine 6zgiil gozenek hacmi, bu gozeneklerin sahip oldugu
duvarlarin toplam yiizeyine ise o0zgiil yiizey alam denir. Gozenekler kiiclildiikce
duvar sayis1 artacagindan 6zgiil yiizey alan1 da artacaktir. Bir baska deyisle, 6zgiil
yiizey alaniin biiylikligl 6zgiil gézenek hacminin biiyiikliigiinden ¢ok gdzeneklerin
biiytikliigiine baglidir. Gozeneklerin biiytiklik dagilimima adsorplayicinin goézenek
boyut dagilimi denir. Bir katinin adsorplama giicii bu katinin dogas1 yaninda 6zgiil
yizey alani, 0zgiil gozenek hacmi ve gozenek boyut dagilimma bagl olarak

degismektedir.
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1.6. Adsorpsiyon denklemleri

Denel yoldan belirlenen adsorpsiyon izotermlerini ve diger adsorpsiyon
verilerini degerlendirebilmek icin ¢ok sayida denklem tiiretilmistir. Adsorplanan ve
adsorplayict maddelerin 6zelliklerine gore bir adsorpsiyon i¢in bu esitliklerden biri ya
da bir kac1 daha uygun olmaktadir.

a. Langmuir denklemi

Amerikal1 bilim adami Irving Langmuir (1181-1957) tarafindan 1916 yilinda
kimyasal adsorpsiyon i¢in ¢ok basit bir izoterm denklemi tiiretilmistir. Tek tabakali
fiziksel adsorpsiyon ve c¢ozeltiden adsorpsiyon iginde gecerli olan bu esitlige
Langmuir denklemi denir (Russel ve Farmer, 1964).

Langramuir adsorpsiyon denklemi su sekilde agiklanir (Langmuir, 1918).
Adsorplayicinin ortiili yiizey kesri €, ortiilmemis yilizey kesri (1- ) ve toplam yiizey
Aise;

Adsorpsiyon hiz1 = k;.(1-8).A.P

Desorpsiyon hiz1 =kj. 6.A
seklindedir. Adsorpsiyon dengesi kuruldugunda bu iki hizin birbirine esitliginden

ki.(1-0). A.P =k, 6.A
ve buradan ortiilii yiizey kesri

0 :kl.P/k2.+k1.P
bulunur. Eger ki/k,= seklinde alirsak

6=k. P/1+k.P

baglantis1 elde edilir. Adsorplayict yiizeyin kaplanmis kesri € ve birim kiitlede kati
yiizeyinin monomolekiiler olarak oOrtiilmesi igin gerekli gazin hacmi V, ise birim

kiitlede adsorplanan gazin toplam hacmi
V=V 60=VnK.P/1+k.P (@)

seklinde yazilir. Buna Langmuir adsorpsiyon denklemi denir. Langmuir adsorpiyon
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izotermi gorildigi gibi #=1 oldugu zaman adsorplanan gaz hacmi V=V (a)
denkleminde bunun saglanabilmesi ancak yiiksek basinglarda s6z konusudur. Yiiksek
basinglarda k.P 0 yaninda 1 sayis1 ihmal edilirse V=V, olur ki bu sabittir.

Cok diisiik basinglarda 1 sayist yaninda 1.P degeri ihmal edilirse (a) denklemi
V=Vn.k.P

sekline doniigiir. Burada Vi, k sabittir. (a) denkleminin her iki tarafi P’ye boliiniirse

Langmuir denklemi
V/P=V, k/1+k.P veya
PIV=1/Vn.k+1/V P olur.

P’ye kars1 P/V degerleri grafige gegirilirse elde edilen dogrunun egiminden
Vmax daki kaymadan k bulunur. Vy, sicakliga baglh degildir. Fakat k sicakliga baghdir.
Clinkii k=g exp (AH/RT)’dir. Burada; g, entropi faktorii; AH, adsorpsiyon entalpisi;
R, ideal gaz sabiti ve T, mutlak sicakliktir.

Langmuir denklemi basit kabuller iizerine kurulmustur. Aslinda kat1 ytlizeyleri
tek diize olmayan bir yapiya sahiptirler. Adsorpsiyonda dnce en aktif merkezlerde
adsorplama olur ve bu yiizden AH biyiiktiir. Yizey ortiildik¢e daha az aktif
merkezlerde adsorplama baslar ve adsorpsiyon daha az ekzotermik olur. Buna karsin

cok sayida deneysel adsorpsiyon izotermi Langmuir denklemine uymaktadir.
b. Brunauer-Emmet-Teller (BET) denklemi:

Cok tabakal1 fiziksel adsorpsiyon i¢in tiiretilen bu denklem

p/p, 1 c-1p

= +
nd-p/p, n,c n,cp

m 0

seklinde yazilabilir. Bagil denge basinci p/po yerine bagil denge derisimi c/co alinarak
cozeltiden adsorpsiyon i¢in de kullanilabilir. Deney verileri bu denkleme gore grafige
gecirildiginde 0,05<p/pp<0,35 araliginda bir dogru bulunmaktadir. Bu dogrunun egim
ve kaymasi sirastyla (c-1)/nmC ve 1/ npc niceliklerine esitleneorek bulunan iki

denklemin ortak ¢oziimiinden Vy, tek tabaka kapasitesi ile ¢ sabiti bulunur. Tek tabaka
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kapasitesi denklemde yerine konularak 6zgiil yilizey alanina gegilir. Adsorplama

giiciliniin bir 6l¢iisli olan c sabiti

Czexp[(ql _qL)/RT]

olarak verilmektedir. Buradaki g; birinci tabakanin adsorpsiyon 1sisini, q_ adsorplanan
maddenin yogunlagsma 1s1sin1, q; — . = q net adsorpsiyon 1sisini1 gostermektedir.
Yogunlagma 1s1s1 belli oldugundan c sabitinden son bagint1 yardimiyla birinci
tabakanin q; adsorpsiyon 1sis1 bulunur. Yiizeyin adsorplama giicii yiiksek oldugunda
01 ¢ok biiylik olacak ve q, sabit olduguna gore son bagint1 uyarinca ¢ sabiti de ¢ok
yiiksek olacaktir. Bu durumda BET denklemine gore ¢izilen dogru merkezden gecer

ve bu dogrunun egimi 1/np, olur.
c. Polanyi denklemi:

Polonyi; adsorplanan fazin sivi 6zelliginde oldugunu ve bu sivinin buhar
basincinin ayni sicakliktaki yogun sivinin buhar basincina esit oldugunu ileri
stirmistlir (Sarikaya, 2000). Basinci p denge basincina esit olan buhar fazindan
basinci p0 olan adsorplanmis faza bir mol maddenin tersinir olarak aktarimi
sirasindaki serbest entalpi degisiminde esit olan maksimum is Polonyi tarafindan

adsorpsiyon potansiyeli olarak tanimlanmis ve
s=w=" AG =RTin(P°/ p)

seklinde gosterilmistir. Buhar yerine gazlarin adsorpsiyonu s6z konusu oldugundan P°
yerine PkT2 , yani kritik basin¢ ile indirgenmis sicakligin karesinin ¢arpimi

alinmaktadir.
d. Dubbinin-Radushkevich-Kagciier (DRK) denklemi:

Dubbinin ve Radushkevich Polanyi karakteristik egirisi mikro gozenek
hacimlerinin adsorpsiyon potansiyeline gore degisimini veren bir Gauss dagilimi

oldugu ileri siirmiigler ve bu egrinin denklemini

V=Vn:exp (-Ke2/ p2) =V, exp[(=k/ B?)R*T?/n*(Po/ p)]
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seklinde yazmiglardir.
e. Diger baz1 adsorpsiyon denklemleri

Freundlich denklemi: Langmuir denkleminin tiiretilmesinde diisiiniilen ideal
olarak temiz ve homojen olaym kati yiizeyindeki adsorpsiyonlar ig¢in Alman
fizikokimyaci Herbert Max Finlay Freundlich (1880-1941) tarafindan

n=ac®

esitligi verilmistir. Deneysel ¢aligmalara dayanilarak tiiretilen Freundlich denkleminin
logaritmasi grafige gecirilerek elde edilen dogrunun kayma ve egiminden sirasiyla a
ve b sabitleri bulunur. Cozeltilerden adsorpsiyon igin tiiretilen bu denklem derigim
yerine basing alinarak gaz ya da buhar fazindan adsorpsiyon i¢in de kullanilabilir.

Iyonik katilardaki adsorpsiyonlarda gdzlendigi gibi, fiziksel adsorpsiyon nicel
olarak tamamlanan iyon degisimi gibi bir kimyasal olaydan sonra baslar. Cozeltinin
derisimini sifirlayarak yiirliyen ve nicel olarak tamamlanan kimyasal adsorpsiyonda
tutulan madde miktarin1 ng, ¢ozeltinin derisimine paralel olarak artan fiziksel
adsorpsiyonda tutunan madde miktarin1 ise nf ile gosterdigimizde adsorpsiyonun
herhangi bir aninda tutunan toplam madde miktart n=nyx+n¢ olacaktir. Bu durumda
Freundlich denklemi

In(n-n)=Ina+binc

Seklinde yazilir. Adsorpsiyon izoterminijn c=o iken sahip oldugu maksimum
yiikseklik nx Kimyasal adsorpsiyon, daha sonraki artmalar n¢ fiziksel adsorpsiyon
olarak aliir. Kimyasal adsorpsiondan katyon degistirme kapasitesi gibi bazi

kimyasal 6zelliklere, fiziksel adsoprsiyondan ise 6zgiil ylizey alanina gecebilmektedir.

Sylgin-Frumkin denklemi: Rus kimyacilar tarafindan a ve f birer sabit olmak

uzere
$=n/n_ =(1/f)Inac
seklinde bir adsorpsiyon denklemi tiiretilmistir. Cozeltiden adsorpsiyon igin tiiretilen

denklemdeki derisim yerine basing alinarak gaz fazindan adsorpsiyon igin de

kullanilabilmektedir.
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Hill denklemi: Polimetler gibi molekiiler yiizeylere sahip maddelerin gaz ya
da buhar fazindan adsorpsiyonu i¢in tiiretilen Hill denklemi grafigi bir dogru vermek

luzere

O i P ik, +k,0
1-0 1-0 p,

seklinde yazilmaktadir. Buradaki @=n/n_ ortiili yilizey kesrini, p/po bagil denge

basincini, k; adsorplayici ve adsorplanana bagl ve degeri 0,08-0,45 arasinda degisen
bir sabiti, k, ise adsorplayiciya bagl ve degeri 1,6 — 2,8 arasinda degisen bir sabiti
gostermektedir. Bagil denge basinci p/pg yerine c/cy alinarak ayni denklem ¢ozeltiden
adsoprsiyon i¢in de kullanilabilir.

Terkim denklemi: Kimyasal adsorpsiyon i¢in tiiretilen ve Slygin — Frumkin

denklemine ¢ok benzeyen Temkin esitligi
f=n/n,=alnbp,(0,2<6<0:8)

seklinde verilmistir. Buradaki a ve b birer sabiti p ise denge basincini géstermektedir.
Basing yerine derisim alinarak ayni denklem Ozetliden adsoprsiyon i¢in de
kullanilabilir.

Fowier denklemi: Fiziksel ve kimyasal adsoprsiyonlar i¢in tiiretilen bu esitlik

bp — i exp(zﬂ]
1-6 KT

seklinde verilmektedir. Burakdaki p denge basincini, € Ortiilii yiizey kesrini, k
Boltzmann sabitini, T sicakligi, b bir sabiti, w ise adsorplanan madde molekiilleri
arasindaki etkilesmelere bagli bir niceligi gostermektedir.

Harkins-Jura (HJ) denklemi: Termodinamik yoldan tiiretilen bu esitlik

grafigi bir dogru vermek lizere
Lg (p/po)=B-CIV*

seklinde yazilabilmektedir. Denklemdeki B ve C sabitleri sirasiyla bu esitlige gore

cizilen dogrunun kayma ve egiminden bulunmaktadir. Azot adsorpsiyonu i¢in
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AIm?® g'=4,06 C**
esitliginden 6zgil yiizey alanina gecilebilmektedir.
1.7. Ultraviyole Spektroskopisi

Bir madde, {izerine disiirilen ¢esitli dalga boylarindan (ultraviyole
isinlarindan  radyo dalgalarina kadar) ancak bazilarini absorplar. Maddenin bu
Ozelliginden yararlanilarak yapisi, konsantrasyonu tayin edilebilir. Bunun igin madde
iizerine dalga boyu 110 nm. den 3000 nm. ye kadar degisen 1sinlar diisiiriiliir. Biitiin
dalga boylarimi verecek ve hangi dalga boylariin absorplandig: tespit edecek tek bir
cihaz yapmak miimkiin olmadigindan, belirli dalga boylar1 arasinda calisan cihazlar
gelistirilmistir. 110-1000 nm dalga boylarindaki 1sinlarla ¢alisan cihazlara ultraviyole
(UV) spektroskopisi ad1 verilir.

Ultraviyole spektroskopisi Kkalitatif analizde, kantitatif analizde, titrasyonda,
molekiil agrilig1 tayininde, yik aktarma kompleksi tesekkiiliinde, asit ve bazlik
sabitleri tayininde, kompleks stoksiyometrisinin ve sabitinin bulunmasi amaciyla
kullanilir.

Kantitatif analiz, 1smnmnin absorplanmasi {izerine kurulmus olan tain
metodudur. Kantitatif analiz i¢in taini yapilacak maddeyi saflastirmak, tainin
yapilacagi dalga boyunu se¢mek, tainin sicakligini ayarlamak, tain i¢in uygun ¢oziicii

secmek ve pH’n1 ayarlamak gibi bir takim islemler yapmak gerekir (Giindiiz, 1990).

1SR : DALGABDYU ORNEX " L 4
b 3ped S8 KT C«V‘f
KAYNAGE secici KABT DECE v

Sekil 1.11. Bir spektrofotometrenin temel bilesenleri.

Maddenin 15181 absorplamasint incelemek i¢in kullanilan diizenege
absorpsiyon spektrometresi veya absorpsiyon spektrofotometresi adi verilir. Bir
spektrofotometrede diizenegi Sekil 1.11. da goriildiigii gibi baslica, 151k kaynagi, dalga
boyu segicisi, detektdrden olusur. Detektorde elektirik sinyaline ¢evrilen optik sinyal

bir kaydedici veya bir galvanometre ile 6l¢iiliir.
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Bu ana bilesenlere ek olarak spektrofotometreler de 15181 toplamak, odaklamak,
yansitmak, iki demete bélmek ve ornek iizerine belli bir siddette gobndermek amaciyla
mercekler, aynalar, 151k boliiciileri ve giris ve cikis araliklar1 vardir. Ornek ise
kullanilan dalga boyu boélgesinde 15181 gegiren maddeden yapilmig 6rnek kaplara

konularak 151k yoluna yerlestirilir.
Isik kaynaklari

UV ve goriintir bolgede D2, W, H2 ve Xe gibi siirekli 1s1k kaynaklar
kullanilir. Sekil de en yaygin olarak kullanilan bu dort lambanin yaydig: spektrumlari

goriilmektedir.
$

= Xe (6000K)

g

L8

E \
= 1 W {2870K)

Y& . SR —

Sekil 1.12. Dy, W. H, ve Xe lambalarinin yaydiklari isimanin spektrumlari.

Tungsten flaman lambas1 goriinlir ve yakin IR bdlgede 151k yayar. Elektrik
akimu ile 1sitilan tungstenden yayilan bu 151k, siyah cisim 1g1masi olup, 320 nm ile 3000
nm arasindaki bélgeyi kapsar. 3000 °K de calisan bir tungsten lambasinin yaydig
enerjinin ancak % 15" goriiniir bolgededir. Tungsten lambasinin i¢inde bir miktar
iyot veya brom buhari bulunursa lambanin émrii artar ve bu lamba tungsten-halojen
lambasi olarak adlandirilir. Ultraviyole bdlgede en ¢ok kullanilan lambalar, hidrojen
veya doteryum elektriksel bosalim lambalaridir. Diisiik basingta (5 mmHg) H2 veya
D2 gazi iceren bu lambalarda 40 voltluk dogru akim uygulanarak elektriksel bogalim
elde edilir. Bu lambalar, 180 nm ile 380 nm arasinda 151k yayar. Daha pahali ve daha

uzun O6miirlii olan D2 lambasmin yaydigi 1s18in siddeti H2 lambasina gore ¢ok daha
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fazladir. UV ve goriiniir bolgenin tiimiinde (150 nm-700 nm) kullanilabilecek bir
baska siddetli ve stirekli 1s1k kaynagi, Xe ark lambasidir. Bundan baska civa buhar
lambas1 da her iki bolgede 1s1ma yapabilen bir 151k kaynagidir. Civa buhar lambasi,
siirekli spektruma ek olarak kesikli hatlar da igerir. Ksenon ve civa lambalari, daha
cok luminesans spektroskopisi yonteminde 151k kaynagi olarak kullanilirlar. Kuartz
200-320 nm arasindaki ultraviyole 15181 gegirdiginden, bu bolgedeki 1sikla
calisabilmek i¢in, lambalarin pencereleri, mercekler, 6rnek kaplarinin duvarlar1 ve
detektoriin giris penceresi kuartzdan yapilir. 320-700 nm arasindaki bolgede ise, bu

kisimlarin camdan yapilmis olmasi yeterlidir.



2. KAYNAK BILDIRISLERI

Enzimlerin aktiviteleri gilinlimiizde degisik amaglarla kullanilmaktadir.
Ancak gerek organizmadaki miktarlarinin azhigi gerekse s6z konusu biyolojik
iinitelerden saflagtirmalari son derece zor bir islem olmasi nedeniyle c¢ok
pahalidirlar. Bu durum, enzimlerin defalarca kullanilabilirligini giindeme
getirmistir. Son yillarda yapilan calismalar bu ydndedir. immobilize katalaz
enziminin, oksitleme, beyazlatma veya sterilizasyon reaktifi olarak hidrojen
peroksitin  uzaklastirllmasinda, endiistriyel alanlarda veya glikoz biosensor
sistemlerinin komponenti olarak analitik alanda bir¢ok faydali uygulamalart vardir
(Ertas ve ark., 2000; Santoni ve ark., 1997).

Aspergillus niger mikro organizmasindan {iretilen ve mantarda bulunan
epoxide hydrolase enzimi oldukc¢a yiiksek aktivite gdstermistir. Enzimin, enzimatik
ozelliklerinin gerek sicaklik karsisinda verdigi reaksiyon gerek aktivite ve stabilite
durumundan ortaya ¢ikan pH degerleri ve gerekse solvent maddesinin aktivitesine
kars1 verdigi reaksiyon bakimindan serbest enzimle benzer nitelikte oldugu tespit
edilmistir. (Marisseow ve ark., 1999).

Kinetik parametreler daha diisiik bir Ky degeri ile daha yiiksek bir Vpmax
degerinin soz konusu oldugunu ortaya koymaktadir. Bunu molekiil boliinmesini
etkileyen bir mikro ortam veya enzime bagli molekiilde gerceklestirilen bir degisimle
agiklamak miimkiindiir. (Morisseow, 1997).

Dogal bir polimer olan Chitozan filmi {zerine katalaz enzimi
immobilizasyonun da optimum sicaklik, pH, iyonik siddet, depolama kararlig1r ve
kinetik parametrelerin belirlenmesi ¢alismalar1 yapilmistir. (Akkus ve Oztop, 2000).
Chitozan ucuz, inert ve hidrofilik oldugundan enzim immobilizasyonu igin iyi bir
polimerdir.

Son zamanlarda izole edilmis bir Bacillus sp bakterisinden elde edilmis katalaz
enzimi preparatli, gluteraldehitin kovalent ¢apraz bagli bir faktor olarak kullanilmasi

ile silanize edilmis aliiminyum oksitte immobilize edildi. Enzim destekli reaksiyonun
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olusum siiresinin etkisi, immobilizasyon iirlinii ve elde edilen aktivitenin azalmasina
baghidir. (Silgia ve ark., 2001).

Katalaz enzimi (EC 1.11.1.6) hidrojen peroksidin su ve oksijen molekiiliine
ayrismasi sonucu dogada bol miktarda bulunmaktadir (Muller ve ark., 1997,
Vasudevan ve Weiland, 1992).

Katalaz enziminin reaksiyon hizi oldukg¢a yiiksektir, ve optimum sartlar
altinda bir mol katalaz enzimi bir dakika igerisinde 5 milyon hidrojen peroksidi
ayristirabilir. Boylece, enzimatik muameleler, zaman ve enerji agisindan 6nemli bir
kazang saglayabilir ve peroksit agartmasindan sonraki yikama islemini ya iptal
edebilir ya da kisaltabilir. Konvansiyonel (geleneksel) olarak etkili peroksit agartma
islemi yiliksek sicaklik ve alkali ortamda yiiriitiiliir. Ciinkii bilinen katalaz
enzimlerinin ¢ogu, orta sicakliklarda (20 °C -50 °C) ndtr pH'ta optimum aktivite
gosterir. Var olan ticari katalaz enzimlerinin uygulanmasi agartma suyunun pH'iin ve
sicakliginin 1slahin1 gerektirir (Spiro ve Criffith, 1997). Enzim dengesini artiran bir
yaklagim immobilizasyondur (Guisan ve ark., 1991).

Katalaz; gézenekli cam (Urban ve ark., 1991), gozeneksiz cam (Vasudevan ve
Weiland., 1994), chitosan (Cetinus ve Oztop, 2000), kappa-karagenan jel
(Campanella ve ark., 1998), asimetrik seliilloz membran (Selli ve ark., 1993),
naylon membran (Dajun ve ark., 1993), kollojen zar (Vrbova ve ark., 1993),
alimina (Costa ve ark., 2001), yumurta kabugu (Chatterjee ve ark., 1990), dekstran
(Marshall ve Rabinowitz, 1976), amino seker i¢eren dogal polimer olan bioskin
(Solas ve ark., 1994), cok kiiciik silika partikiilleri (Kondo ve ark., 1993),
kalsiyumhidroksiapatit (Bartoug ve ark., 1998), cibacron mavisi F3GA ve
Fe(lll)ten tlireyen polyhidroksietil metakrilat membranlar1 (Arica ve ark., 1997),
adsorpsiyon ve poliakrilamit jeller (Jiang ve Zhang, 1993), gibi ¢ok sayida tasiyici
materyal lizerinde immobilize olur.

Ceylan ve Sarikaya (1989), HNO; aktivasyonu ve 1sil islemin Eskisehir
sepiolitinin yiizey asitligi lizerine etkisini arastirmiglardir. Arastiricilar sepiolitin

0.75 M HNOgs ile aktivasyonundan sonra 300 °C da 15 saat 1siya tabi tutulmasiyla
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elde edilen yiizey asit merkezleri sayismin |.1x10%q™" degeri ile maksimuma
ulastigini bulmuslardir.

Papier ve ark. (1992), talkin yiizey 6zelliklerini dikkate alarak Na,COs, NH3
ve cesitli alkollerle muamele edilmesiyle talkin adsorpsiyon kapasitesinde artis
oldugunu gozlemislerdir.

Asitle aktiflestirme islemi, Ca-bentonite uygulanmaktadir. Bu islem,
bentonitin seyreltik, fakat HCl ve H,SO,; gibi kuvvetli asitlerle 1sitilmasina
dayanmaktadir. Asit, slispansiyon halindeki kiiciik taneleri gecerek, kristale ulasir ve
muhtemelen kristalin ylizeyinden ¢ok ucunu etkiler. Oktahedral tabakadaki
aliminyum, magnezyum ve varsa demir iyonlari, aktiflestirme i¢in kullanilan asitle
reaksiyona girerek, tuz halinde soliisyona gecer. Hemen hemen ayni anda, kristal
tabakalar1 arasinda bulunan degisebilen Ca™" iyonlar1 soliisyona gegen bu iyonlarla yer
degistirir. Ozellikle AI"™ ve H" iyonlar1 Ca"" ile yer degistirirler ve aciktaki Ca™ ise siilfat
iyonu ile ¢oziinmeyen CaSO, seklinde etkisiz duruma gelir. Yikama ile soliisyondaki
¢oziinmiis tuzlar ayrilir; kurutulduktan sonra, y1gin yogunlugu diisiik halde aktif kil
elde edilmis olur (Bailey 1963; Cakicioglu ve ark., 1985; Caliskan ve Armagan, 1987,
Ipekoglu ve Bilge, 1997).

Aktive edilmis killerin, aktif 6zellikleri, yani reaksiyonu hizlandirmalari
veya renkleri gidermeleri, oktahedral katyonlarin asag1 yukari yarisinin kilin kristal
kafesinden uzaklastirildig1 zaman yiiksek diizeye ulasir (Sarikaya, 1977; Sarikaya
ve ark., 1985; Saygin ve Kayahan, 1984; Yalc¢in ve Ozbilge, 1985).

Barbier ve ark. (2000), yaptiklar1 arastirmalar sonucu; negatif yiikli durumda
olan bentonit kil mineralleri, yap1 taglarimi elektriksel bakimdan nétr duruma
getirebilmek amaci ile katyon adsorpladigini belirtmislerdir. Killerde goriilen
degisebilir katyonlarm baglicalart HY, Ca**, Mg?*, Na*, NH4", A1* olup kilin temel Si-Al
yap1 {initesinin disinda bulunur, zayif elektriksel kuvvetle tutuldugunu ve Kil
mineralinin bir ¢06zelti icerisinde bulunmasi halinde c¢ozeltideki diger bazi
katyonlarla yer degistirebildigini agiklamislardir. Degisebilen katyonlar bentonitin su

ile karstirlldiginda kolloidal 6zellik gostermesi, su ve bazi organik ortamlarda
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hacimce sismesi, yiiksek plastisiteye sahip olmasi gibi 0Ozelliklerini dogrudan

etkiledigini bulmuslardir.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan arag ve geregler

1

© © N o g &~ WD

UV-Visible spektrofotometresi-Shimadzu
Wortek Mikser Fisons

Isitic1

Isiticili magnetik karistirict

Termostat

Derin dondurucu
pH Metre- Jenway 3010

Cam malzeme olarak; erlen, meziir, beher, tiip, rodajli balon.
Shimadzu libror AEL-40 SM
10. Etiv-Philip Harris

3.1.2. Kullamlan kimyasal maddeler

Katalaz enzimi (Hidrojen-Peroksit; Hidrojen Peroksit
Oksidorediiktaz E.C. 1.11.1.6)

Hidrojen Peroksit

Sodyum Hidroksit

Hidroklorik Asit

Sodyum Fosfat

Gilimiis Nitrat

3.2. Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

3.2.1. Enzim cozeltisi

Kati halde satin alinan enzim 0,05M sodyum fosfat tamponuyla sabit pH'da
(pH=7) 1/5000 oraninda seyreltilir.

3.2.2. Substrat c¢ozeltisi

0,05 M fosfat tamponunun (pH=7) 50 mililitresine %30'luk Hidrojen

Peroksitin 0,1 mililitresi katilir. Substrat ¢ozeltisinin 240 nm'deki absorbansina
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bakilir ve 0,550-0,520 arasinda bir deger okunur. Bu araliktan daha yiiksek ise
tampon katilarak seyreltilir. Eger daha az ise az miktarda H,O; katilir.

Kat1 halde satin alinan enzim 0.05 M sodyum fosfat tamponuyla sabit pH’da
(pH-7) 1/5000 oraninda seyreltilir.

3.2.3. Aktif karbon siispansiyonu (25 mg/ ml)

1500 mg aktif karbon alinarak 60 mililitre saf suya katilarak aktif karbon

stispansiyonu hazirlanir.
3.2.4. %30’luk hidrojen peroksit ¢ozeltisi
%30’luk H, O, igin stok substrat konsantrasyonu 9.96 Molar olarak bulunur.
3.2.5. 0,05 Molar sodyum fosfat tamponu (pH=7)

7.1 gram NayHPO, yaklasik 1000 mililitre su i¢inde c¢oziiliir, pH metre

kullanarak pH=7"ye kadar 1M HCl ilave edilir. Hacim 1 litreye saf su ile tamamlanir.
3.3. Yontem

Bu calismada kati destek materyali olarak aktif karbon (Bahgesaray-Van
cevizi) kullanildi. Aktif karbon degirmende 6giitiildii ve gozenek biiyiikliigi 0,038
mm (400 mesh) olan elekten gecirildi. Ayrica g¢aligmada sigir karacigerinden
saflastirilan serbest katalaz enzimi (E.U: 2.000-50.000 iinit /mg- protein) kullanildi.

Calismanin birinci asamasinda Coomassie Blue yontemi ile kantitatif prtorein
tayini yapildi. Bu metod Orto-fosforik asitli ortamda proteinlerin Coomassie Brillant
Blue G-250 reaktifi ile kompleks olusturmalar1 ve olusan bu kompleksin 595 nm
dalga boyunda maksimum absorbans gostermeleri esasina dayanir.

Protein tayin islemi su sekilde gerceklestirildi; 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva
eden standart enzim ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ml
konuldu. Saf su ile biitiin tliplerin hacmi 0,1 ml’ye tamamlandi. Her bir tiipe 5 ml
Coomasie — blue reaktifi eklendi ve vartet - mikser ile karistirildi. 10 dakika
inkiibasyondan sonra 595 nm’de kore karsi absorbans degerleri okundu. Okunan

absorbans degerlerine karsilik gelen mg protein degerleri kullanilarak standart bir



48

grafik elde edildi. Enzim c¢ozeltisindeki protein miktarlar1 bu grafik yardimi ile
hesaplandi.

Calismanin ikinci asamasinda ise 0giitiilmis aktif karbondan 1500 mg alinarak
bir erlene konuldu. Numuneye 60 mililitre saf su ilave edilecek aktif karbon
siispansiyonu hazirlandi. Katalaz enziminin aktif karbon iizerine adsorpsiyonu ig¢in
degisik zaman periyotlarinda sabit pH’da (pH=7) 0,05 M sodyum fosfat tamponun
stispansiyon 1ile farkli siirelerde ve farkli oranlarda muamele edilerek adsorpsiyon
sartlar1 belirlendi. Serbest enzimin aktif karbon iizerine adsorpsiyonu i¢in 0,05 M
sodyum fosfat tamponu icinde yaklastk 1/500 mg. ml™ enzim ihtiva eden ¢ozeltiler
kullanildi. Daha sonra 1ml enzim ¢ozeltisi ve 4 ml aktif karbon siispansiyonu 30
%C°de ve 60 dakika hafif bir sekilde vartet mikserde ¢alkalanarak karistirildi. Enzim —
aktif karbon kompleksi 15 dakika 3000 devirde santrifiij edildi. Sonra iisteki sivi
alinarak aktivite tayini yapildi. Altta kalan kat1 0,05 M sodyum fosfat tamponu ile {i¢
kez yikanarak tekrar santrifiij edildi. Daha sonra altta kalan katiya 5 ml fosfat
tamponu ilave edilip bir erlende toplanarak bagli enzim c¢ozeltisi elde edildi. Elde
edilen bagli enzim ¢ozeltisi iizerine pH, sicaklik ve iyonik siddetin etkisini belirlemek
icin denemeler yapildi. Ayrica Lineweaver- Burk denkleminden yararlanarak K, ve
Vmax tayinleri yapildi.

En son asamada ise aktif karbon asitle muamele edildi. Asitle muamele islemi,
250 ml 1 M HCI asidi ile 100 ml saf su 250 ml’lik balon jojedeki 50 gr. aktif karbona
eklendi. Sonra kaynamaya birakildi ve kaynama islemi 5 saat boyunca devam ettirildi.
Kaynatilan aktif karbon tizerindeki sivi dokiildii. Asitle kaynatilmis aktif karbon
defalarca su ile yikandi. Dokiilen saf sulara AgNO; ilave edilerek asidin uzaklasip
uzaklagsmadig1 kontrol edildi. Saf su ile AgNO3 bulaniklik olusturmamasi asidin aktif
karbondan uzaklastiginin belirtisidir. Asitle muamele gordiikten sonra yikanarak
asitten uzaklastirilan aktif karbon 80 °C’de kurutulmaya birakildi. Daha sonra asitle
muamele gérmiis aktif karbon ile saf enzim immobilize edildi. Elde edilen bagli enzim
cozeltisi ile pH, sicaklik, iyonik siddet Km Ve Vmax tayinleri yapildi.

Serbest ve bagli enzim c¢ozeltilerinde pH nin etkisini incelemek amaciyla

yapilan denemelerde pH=4-9 aralig1 kullanildi. Sicakligin etkisini belirlemek i¢in 20,
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30, 40, 50, 60, 70, 80 %C’lerde numune 15 dakika siireyle inkiibatorde bekletildikten
sonra analizleri yapildi. Enzim aktiviteleri {izerine iyonik siddetin etkisini tespit etmek
icin sabit pH’da (pH=7) 0,1; 0,2; 04; 0,6; 0,8 M konsantrasyonlarda aktivite tayinleri
yapildi. Sabit pH’da (pH=7) 30 °C’de bagl enzimin maksimum tutunma siiresini
belirlemek amaciyla 10, 20, 30, 40, 50, 60 dakikalik zaman periyotlarinda karistirildi.

Biitiin aktivite tayinleri 240 nm’de ultraviyole spektroskopisi ile yapildi.



4. BULGULAR

4.1. Serbest ve immobilize enzim i¢cin (K, ve Vna) Kinetik sabit

degerlerinin belirlenmesi

Katalaz enzimi (Hidrojen-Peroksit; Hidrojen Peroksit Oksidorediiktaz E.C.
1.11.1.6) i¢in Ky ve Ve degerlerinin tespiti amaci ile degisik konsantrasyonlarda

substrat ¢ozeltileri kullanilarak enzim aktiviteleri belirlendi.

Km Ve Vmax'1 tain etmek i¢in Michailes — Menten esitligi yazilip diizenlenirse;

_ VialS]
[sl+x,

1 K, +[s]
Vo V(8]

K. 1 1
= —+
Vmax S VM

1
v

ax

y ekseni kesim noktast 1/Vma, X eckseni kesim noktast -1/Kp, egim
Km/Vmax tir. (Km=mM, Vma= g mol/dak., V=EU/dak.)

Cizelge 4.1. Serbest enzim i¢in kinetik sabitlerinin  (Ky Ve  Vmax)
belirlenmesinde kullanilan substrat ve enzim degerleri

Substrat
Miktar1 (ml) 2.9 2.7 2.5 2.3 2.1 1.9
E. U: 0.510 0.497 0.473 0.441 0.402 0.384
V: 35.1 34.2 32.6 304 27.7 26.7

S: 9.62 8.96 8.30 7.62 6.97 6.30
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Sekil 4.1. Serbest Enzim i¢in Vmax Ve Ky Degerleri Grafigi

Sekil 4.1. den 1/S ve 1/V degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafiklerinden
Km ve Vmax degerleri belirlendi. Serbest katalaz enzimi i¢in, Ky ve Vyax degerleri
sirast ile 3,57 mM ve 37,03 wxmol/dak. olarak tespit edilmistir. (S= Substrat

konsantrasyonu, V= Enzimin reaksiyon hizi).
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Cizelge 4.2. Immobilize enzim icin kinetik sabitlerinin (Km Ve Vi)
belirlenmesinde kullanilan substrat ve enzim degerleri

f/ijiistgr?t(ml) 2.9 2.7 2.5 2.3 2.1 1.9
E. U: 0.499 0.426 0.402 0.371 0.337 0.295
V: 34.40 29.41 27.77 25.64 23.25 20.40
S: 9.62 8.96 8.30 7.62 6.97 6.30
- y = 0,0017x - 0,0043
) O
© 0,045 -
= 1
E. 0.04
< 0,035 -
X
S 0,03 -
E 005 | . |
= 20 % 30 3%
1$ (mM~").102

Sekil 4.2. Immobilize enzim i¢in Vmax V& K degerleri grafigi

Sekil 4.2 den 1/S ve 1/V degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafiklerinden

Km Ve Vmax degerleri belirlendi.

Bagli enzim i¢in, Ky, ve Vmax degerleri 7,1 mM ve 39,40 x mol/dak. olarak

bulunmustur.
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Km Vve Vmax degerleri, degisik konsantrasyonlarda substrat c¢ozeltileri
kullanarak elde edilen enzim aktivitelerinden, 1/S ve 1/V degerleri bulunarak

Lineweaver-Burk grafiklerinden belirlendi (Keha ve Kiifrevioglu, 2005).

Cizelge 4.3. Asitle muamele edilmis aktif karbon i¢in kinetik sabitlerinin (K-
Vmax) belirlenmesinde kullanilan substrat ve enzim degerleri

i/llji?igr?t(ml) 2.9 2.7 2.5 2.3 2.1 1.9
E. U: 0.841 0.803 0.792 0.760 0.742 0.723
V. 58.8 55.4 54.6 52.4 51.1 49.8
S: 9.62 8.93 8.30 7.62 6.97 6.30
0021 - Y =00002x +0,0135
n 2 _
R? = 0,9784

= 0021 |

£

E 0,019 -

I

5 0,018 - !

£

E 0017 l . l

= 0 % 30 3

fi$ (mM~").10°

Sekil 4.3. Asitle muamele edilmis aktif karbon i¢in Ky, Ve Vpmax grafigi

Sekil 4.3.’den 1/S ve 1/V degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafiklerinden
Km Ve Vmax degerleri belirlendi. Immobilize enzim i¢in Kn=3,84 MM ve V;=56,8

L mol/dak. olarak bulunmustur.
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4.2. pH aktivite egrileri

Enzimler pH degisimine karsi1 ¢ok duyarhidirlar. Genellikle ¢ok fazla asidik ya
da alkali ortamda etkisizdirler. Bazi hallerde enzimler en yiiksek etkinligi belirli bir
pH derecesinde gosterirler. Bu pH derecesine optimum pH denir. Ornegin, proteini
parcalayan pepsin, midenin 2 pH’lik asidik ortaminda maksimum ¢aligir. Buna zit
olarak pankreastan salgilanan ve yine protein sindiriminde rol alan tripsin ancak pH
8,5’da optimum olarak c¢alisabilir. pH ile ilgili olmasinin nedeni, yapilarinda
proteinleri tasimalarindandir. pH’a bagli olarak protein molekiilii {izerinde g¢esitli
elektrik yiiklenmeleri ve buna bagl olarak dis yiiz sekli meydana gelmekte ve
substratla — enzim uyusmasini saglamaktadir. Bu elektrik yiikklenmesi enzim-substrat

arasindaki c¢ekiciligi arttirmaktadir. Kuvvetli asitler ve bazlar enzimleri koagiile

ederler.

4.2.1. Serbest ve immobilize enzimin aktivitesi iizerine pH’1n etkisi

Cizelge 4.4. Serbest enzim i¢in pH degerleri

pH 4 5 6 7 8 9
E. U: 0.540 0.690 0.752 0.823 0.698 0.740
Aktivite 65.6 83.8 91.3 100 84.8 89.9
120
P 100
S 80 7 —e—D.Enz
X 60 4
§ 40 1 —m—B.Enz
20 A
0 T
0 5 10
pH

Sekil 4.4. Serbest ve immobilize enzimin aktivitesi lizerine pH’1n etkisi



55

Cevizden c¢esitli yollarla elde edilen aktif karbon iizerine adsorbe ettirilen
katalaz enzimi i¢in aktivite pH iliskisi ayn1 deney sartlarinda serbest enzim ile birlikte

(Sekil 4.4.) grafik halinde verilmistir.

Serbest enzim ile immobilize enzimin optimum pH’st yaklasik 7 civarinda
oldugu goriilmektedir. Aktif karbona baglanan enzimin aktivitesi pH’daki degismeye
kars1 serbest enzime gore daha az etkilenmektedir. Optimum pH’daki bu degisim,
enzimin kil iizerindeki mikro ¢evresi ile dl¢iim yapilan ¢ozelti bolgesi arasinda H' ve

OH’ gruplarmin dagilimi bakimindan farkliliklar olmasindan ileri gelebilir.

4.2.2. Asitle muamele edilmis aktif karbon iizerine adsorbe ettirilmis

katalaz enziminin aktivitesi iizerine pH’1n etkisi

Cizelge 4.5. Asitle muamele edilmis enzim i¢in pH degerleri

pH 4 5 6 7 8 9
E. U: 0.700 0.766 1.260 1.200 0.592 0.536
Aktivite 55.5 60.7 100 95.2 46.9 425
120 -
P 100 -
> 80 - —+—D.Enz
£ %07 B.E
—= B.Enz
° 40 -
20 A
O 1 1
0 5 10
pH

Sekil 4.5. Asitle muamele edilmis aktif karbon iizerine pH’ nin etkisi
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Asitle muamele edilmis aktif karbon iizerine adsorbe ettirilen katalaz enzimi
icin aktivite pH iliskisi aym1 deney sartlarinda serbest enzimle birlikte sekil 4.5°te
verilmistir. Serbest enzimin optimum pH’s1 7 civarinda oldugu halde asitle muamele
edilmis aktif karbonun optimum pH’nin 6 oldugu goriilmektedir. Optimum pH’daki
bu farklilik, substratin katalitik bolgeye baglanmasindan sonra, yakiindaki amino asit
ortaklarmin yan zincirlerindeki yiiklii fonksiyonel gruplarin asidik katalizorler gibi

davranmasinda rol alabilir.
4.3. Serbest ve immobilize enzimin aktivitesi iizerine sicakligin etkisi

Serbest ve immobilize enzim {iizerine sicakligin etkisi genellikle optimum
egriler cizilerek izlenir. Sicaklik 10 °C yiikseldiginde tepkime hizi iki kat artar.
Tepkime hizinin yiikselmesi sicaklikla dogru orantilidir. Fakat belirli bir noktadan
sonra diismeye baslar ve tamamen durur. Yiiksek sicakliklarda enzimler etkisizdirler.
Optimum noktanin biraz lizerinde enzim etkisiz olmasina karsin, sicaklik diisiince
tekrar etkili hale gegebilirler. Fakat bu sicakligin devami ya da sicakligin biraz daha
yiikselmesi enzimin etkinligini sonsuz olarak ortadan kaldirir. Enzimlerin etkisiz hale
gecmeleri ile proteinlerin koagiile olmas1 arasinda bir iligkinin olmasi onlarin biiyiik
bir kisminin proteinlerden yapildigin1 kanitlar. Diisiik sicakliklarda enzimin etkinligi
azdir. 0 °C’de enzim ya hi¢ ya da pek az islev gosterir. Fakat sogugun enzimin
yapisin1  degistirdigi  gorliilmemistir. Bunun i¢in enzimler genellikle derin

dondurucularda korunur.

4.3.1. Aktif karbona adsorbe edilen katalaz enziminin aktivitesi lizerine

sicakhigin etkisi

Cizelge 4.6. Serbest enzim i¢in bulunan sicaklik degerleri

Sicaklik (°C) 20 30 40 50 60 70

E. U: 0.514 0.636 0.552 0.440 0.200 0.0

Aktivite 80 100 86 69 31 0
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Cizelge 4.7. Immobilize enzim i¢in bulunan sicaklik degerleri

Sicaklik (°C) 20 30 40 50 60 70
E. U: 0.570 0.685 0.600 0.420 0.270 0
Aktivite 83.2 100 87.5 75.9 39.4 0

120
100 -

0
> 80 1 —DEnz
€ 60 -

:t\o 40 - —8—B.Enz

20 -
O | | |
0 20 40 60 80

Sicakik  (°C)

Sekil 4.6. Aktivite karbona adsorbe edilen ve serbest katalaz enziminin

aktivitesi iizerine sicakligin etkisi

Aktif karbon lizerine adsorbe edilen serbest enzimin aktivitesinin sicaklikla
degisimi sekil (4.6) ‘da goriilmektedir. Grafikte gortildiigii gibi serbest enzim ile
immobilize enzimin grafik egrileri hemen hemen aynidir. Ancak biitiin sicakliklarda

immobilize enzimin aktivitesi biraz daha yiiksektir.
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4.3.2. Asitle muamele edilmis aktif karbon iizerine adsorbe edilen serbest

katalaz enziminin aktivitesi iizerine sicakhgin ektisi

Cizelge 4.8. Asitle muamele edilmis enzim i¢in sicaklik degerleri

Sicaklik (°C) 20 30 40 50 60 70
E. U: 0.610 0.660 0.700 0.450 0.200 0.0
Aktivite 84 94 100 64 28 0.0
120 -
1
2 ——D.Enz
¥ 001
q 40 - —a—B.Enz
N
<)
20 1
0 . :

0 50 100
Sicaklik (°C)

Sekil 4.7. Asitle muamele edilmis aktif karbonda adsorbe edilen katalaz

enziminin aktivitesi tizerine sicakligin etkisi

Asitle muamele edilmis aktif karbon en yiiksek aktivitesini 40 °C’de

gostermistir.
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4.4. Serbest ve immobilize enzimin aktivitesi iizerine iyonik siddetin etkisi

Eger pH ve sicaklik sabit tutulursa, enzim / substrat derisimi arasindaki orana

gosterdiklerinden, suyun miktar1 da enzim islevinde etken bir kosuldur.

bagl olarak bir tepkime hizi goriiliir. Substratin ya da enzimin fazla olmasi bu hizi
degisik sekillerde etkileyebilir. Bol substrat bulunan bir ortamda eklenecek enzim son

iiriiniin miktarini arttiracaktir. Enzimlerin biiylik bir kismi islevlerini su igerisinde

4.4.1. Aktif karbona adsorbe edilen katalaz enziminin aktivitesi ilizerine

iyonik siddetin etkisi

Cizelge 4.9. Serbest enzim i¢in bulunan iyonik siddet degerleri

Derisim (M) 0.1 0.2 0.4 0.6 0.8
E. U: 0.672 1.201. 0.764 0.867 0.792
Aktivite 56 100 63 72 66
Cizelge 4.10. Immobilize enzim igin bulunan iyonik siddet degerleri
Derisim (M) 0.1 0.2 0.4 0.6 0.8
E. U: 0.820 1.010 0.850 0.960 0.880
Aktivite 81 100 84 95 87
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Sekil 4.8. Aktif karbona adsorbe edilen ve serbest katalaz enziminin aktivitesi

iizerine iyonik siddetin etkisi

Aktif karbon {izerine baglanan enzim aktivitesine iyonik siddetin etkisi sekil
(4.8)’de goriilmektedir. Aymi sartlarda serbest enzim icin elde edilen aktivite, iyonik
siddetin egrisine benzerdir. Ancak immobilize enzimin, ortamin iyonik siddetine,

serbest enzime gore daha duyarli oldugu goriilmektedir.
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4.4.2. Asitle muamele edilmis aktif karbon iizerine adsorbe edilen katalaz

enziminin aktivitesi lizerine iyonik siddetin etkisi

Cizelge 4.11. Asitle muamele edilmis enzim i¢in iyonik siddet degerleri

Derisim (M) 0.1 0.2 0.5 0.6 0.8
E. U: 0.964 1.160 0.985 0.874 0.980
Aktivite 83 100 85 75 84

120 1
100 -

0
> 80 - ——DEnz
¥ 60 -

:t\o 40 - —8—B.Enz

20 -
0 T I
0 0,5 1

lyonik Siddet(M)

Sekil 4.9. Asitle muamele edilmis aktif karbona adsorbe edilen katalaz

enziminin aktivitesi iizerine iyonik siddetin etkisi

Sekilde goriildiigl gibi asitle muamele edilmis aktif karbon ile serbest katalaz

enziminin benzer 6zellikler gosterdigi belirlenmistir.



62

4.5. Enzim-aktif komiir adsorbsiyonu ile iki ay boyunca aktivite degerleri

Cizelge 4.12. Immobilize enzim igin iki ay siiresindeki aktivite degerleri

Zaman (Giin) 1 15 30 45 60
E. U: 0.950 0.902 0.820 0.770 0.730
Aktivite 100 94.9 86.3 81 76.8

120 1
100

9

s 80
g 60 1
°\ca 40'

20 -
0 | | | |
0 20 40 60 80

Operasyon siresi (Gun)

Sekil 4.10. Immobilize enzimin iki ay siiresindeki aktivite degisimi

Immobilize enzim igin 15 giin ara ile yapilan aktivite tayin miktarlar sekil
(4.10)’da goriilmektedir. Adsorbe enzim iki ay siiresince aktivitesini % 76.8 oraninda

korudugu gézlenmistir.
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4.6. Iimmobilize enzim aktivitesinin inkiibasyon siiresine bagh degisimi

Aktif karbon iizerine maksimum enzim adsorpsiyonunun 30 %C’de 60 dakika
oldugu belirlenmistir. Bu amacla enzim ¢ozeltisi ve aktif karbon siispansiyonlar1 1:4
(ml) hacim oraninda. 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 dakikalik zaman periyotlarinda

adsorpsiyonlar1 incelendi.

Cizelge 4.13. Enzim-aktif karbon igin farkli zamanlarda elde edilen aktivite
degerleri

Zaman (Dk.) 10 20 30 40 50 60
E. U: 0.810 0.860 0.880 0.900 0.920 0.950
Aktivite 85 90 92 94 96 100
105 A
o 100 A
2 991
< 90 -
= 851
80 . . . .
0 20 40 60 80
Operasyon suresi (Dakika)

Sekil 4.11. Immobilize enzim aktivitelerinin inkiibasyon siiresine bagli degisimi.



5- TARTISMA VE SONUC

Bu calismada katalaz enzimi (E.C.1.11.6) aktif karbon (Bahgesaray Cevizi -
Van) iizerine adsorbe edilerek adsorpsiyon sartlar1, adsorbe olan ve olmayan enzimin
kinetik 6zellikleri UV spektrofometresi kullanilarak arastirildi.

Hiicrelerde onemli metabolik gorevleri olan enzimler son yillarda birgok
alanda kullanilmaya baglanmistir. Ancak enzimlerin canli organizmalarda az miktarda
bulunmasi ve saflastirma islemlerinin zorlugu bu molekiillerin son derece pahali
olmasina sebep olmaktadir. Bu durum enzimlerin suda ¢6ziilmeyen kat1 bir materyale
immobilize edilerek defalarca kullanilmasini giindeme getirmistir. Aktif karbon
iizerine maksimum enzim adsorpsiyonunun 30 °C’de ve 60 dakika oldugu
belirlenmistir. Klibanov ve Brezin, 60 dakikay1 asan karigtirma siiresinin aktivite
degisiminde onemli bir etkisinin olmadigini belirtmektedirler. Bu calismada aktif
karbon iizerine maksimum enzim adsorpsiyonunun 30 °C’de 60 dakika olarak
bulunmasi arastiricilarin sonuglariyla paralellik gostermektedir. Elde edilen degerlerin
chitosan filmi iizerine katalaz enziminin immobilizasyonu ile ilgili yapilan ¢alismada
benzer etki gosterdigi saptanmistir. (Akkus ve Oztop, 2000). Ureazin sepiolite
adsorpsiyonu ile ilgili yapilan ¢calismada ayn1 sonuglar bulunmustur.

Coomasie-Blue yontemi ile protein tayini yapildi. Bu metot Orto - Fosforik
asitli ortamda proteinlerin Coomasie Brillant Blue G-250 reaktifi ile kompleks
olusturmalar1 ve olusan bu kompleksin 595 nm dalga boyunda maksimum

adsorpsiyonunun olgiilmesi esasina dayanir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 ug

arasindadir.

Bailey (1963)’ye gore kil {izerine enzim adsorpsiyonu enzim aktivitesini 2,5 ay
boyunca % 70 oraninda korumaktadir. Katalaz enzimi tizerine adsorbe edilen aktif
karbon ayni isleme tabi tutuldugunda % 76.8 oraninda aktivitesini korudugu
gbézlenmesi, yazarin sonuclar ile Ortiismektedir. Bu sonuglar enzim ile destek
materyali arasindaki bagin tutarli oldugunu gostermektedir. Farkli ¢alisma
kosullarinda enzim aktivitesinin uzun siire korunmasi saglanirsa bu ¢ok onemli bir

bulgu olarak kabul edilebilr. Enzimlerin uzun siire saklanarak enzimin aktivitesini
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kaybetmemesi, bagli enzimlerin serbest enzimlere gore daha iyi sonuglar verdigi
yaptigimiz ¢alismada goriilmiistiir.

Serbest ve bagli enzim iizerine sicakligin etkisi optimum egriler ¢izilmek
suretiyle elde edilir. Enzimlerin termal dengesi uzun siireli ve ticari uygulamalar igin
onemli kriterlerden biri olarak tespit edilmistir. Genellikle immobilize edilmis
enzimlerin dogal enzimlere nazaran 1s1ya kars1 daha direngli olduklar1 bilinmektedir.
Immobilize edilmis katalaz enziminin 1s1 dengesi, 20 °C — 80 °C’ de sabit pH’da
(pH=7,0) serbest enzimle karsilastirildi. Immobilize edilmis enzim, serbest enzime
gore daha uzun yar1 Omiir gosterdi. (Silgia ve ark., 2001). Aktif karbon iizerine
immobilize edilen katalaz enziminin, serbest oldugu gozlendi. Ozellikle 30 °C - 40 °C
sicakliklarda bagli enzimin serbest enzime gore daha fazla aktivite gdstermesinin
nedeni aktif karbonun ylizey etkinlikleri ile ilgili oldugudur. Bu calismadaki enzim
aktivitelerinin sicaklikla degisimi enzimlerin aktivitelerini 40 °C’ye kadar arttirdigini
ve daha yliksek sicakliklarda ise {i¢ boyutlu yapisinin bozulmasindan dolay1 aktivite
kaybinin olusabilecegi saptanmistir.

H,0, bozunmasinin baslangi¢ oranlar1 serbest ve immobilize katalaz enzimi
icin, H,O, konsantrasyonlarindan farkli degerler elde edildi. Bu veriler Lineweaver-
Burk metoduna ve kinetik parametrelere gore (Kn-Vmax) belirlendi.

Bu calisma ile serbest katalaz enzimi i¢in Kn=3.57 mM ve Vm,= 37.03

pmol/dak. olarak bulunmustur. Aktif karbon i¢in Kn= 7,1 mMM ve Vpu=
39,4 11 mol/dak iken, asitle muamele edilmis enzim aktif komiir kompleksinde ise K=
3,84 MM ve Vn=56.8 gmol/dak olarak elde edilmistir. Bulunan Ky Ve Vipax

degerleri serbest enzim i¢in elde edilen degerlere yakindir. Bu degerler literatiirde
bilinen degerlere uygunluk géstermektedir. immobilize ve serbest enzimlerin Km-Vmax
degerlerinin karsilastirilmasi enzimler arasindaki etkilesimler hakkinda bilgi verir
(Kennedy ve Melo, 1990). Bu degerlerin birbirine yakin olmasi immobilizasyonda
enzimin yapisinin fazla degigsmedigi sonucunu ortaya koymaktadir. Buldugumuz
degerlerle kinetik sabit degerlerinin birbirine olduk¢a yakin olmasi, adsorpsiyonun

enzimin kinetik 6zelliklerini 6nemli dl¢iide etkilemedigi sonucuna varilmistir.
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Enzimler pH degisimine kars1 cok duyarhdirlar. Genellikle ¢ok fazla asidik ve
alkali ortamda etkisizdirler. Bazi1 enzimler en yiiksek etkinligi belirli bir pH
derecesinde gosterilir. Serbest ve immobilize edilmis katalaz enziminin aktivitesi
iizerine pH’nin etkisi pH=4,0-9,0 araliginda incelendi. Immobilize edilmis katalaz
enzimi ile serbest katalaz enzimin optimum pH’inda fazla bir degisim
gozlenmemektedir. Asitle muamele edilmis aktif karbonda ise farkliliklar
gorilmiistiir. Bu farkliliklar enzimin mikro ¢evresinin 6nemli degisimlerinde katalaz
enzimine baglandigini gosterir. Enzim immobilizasyonunun ¢6zlinmez tasiyicilar
lizerine muamelesinin, enzim ve onun ¢evresinin ¢dzlinmesi, iyonizasyon durumu,
protein uyumu ve aktivite gibi degisik etkileri vardir. Bazi durumlarda enzim
polianyonik bir tasiyici ile birlestiginde optimum pH’y1 alkalik yonde degistirdigini,
fakat tasiyici polikatyonik ise degisimin asidik yonde oldugu saptanmistir. (Muller ve
ark., 1997). Bu degisimi minimum diizeyde tutmak i¢in ¢dzeltinin iyon siddetinin
arttirmak gerektigi belirtilmektedir (Telefoncu ve ark., 1986).

Iyonik siddet, enzim aktivitesi iizerine etki eden &nemli parametrelerden
birisidir (Mustafaev, 1987). Eger pH ve sicaklik sabit tutrulursa, enzim/substrat
derisimi arasindaki orana bagli olarak bir tepkime hizi goriiliir. Substratin ya da
enzimin fazla olmas1 bu hiz1 degisik sekillerde etkileyebilir. Bol substrat bulunan bir
ortamda etkilenecek enzim, son {iriinlin mitarin1 arttiracaktir. Serbest katalaz enzimi
ile aktif karbon enzim kompleksinin 0,20 M derisimde maksimum diizeyde aktivite
gosterdigi belirlenmistir.

Bu caligma ile aktif karbonun iyonik siddet etkisi altinda iyi bir tutucu oldugu
gozlenmistir. Elde edilen verilere gore aktif karbonun enzim adsorpsiyonu i¢in uygun

birer tasiyici olabilecegi kanisina varilmistir.
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