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OZET

a-Amilaz (1,4- a-D-glukan-glukanhidrolaz, EC. 3.2.1.1) dogada yaygin olarak bulunan
bir salgl enzimidir. a-Amilaz enzimi nigsasta (amiloz ve amilopektin), glikojen ve buna bagli oligo
ve polisakkaridlerdeki a-D- (1,4)-glukozidik badlarinin hidrolizlerini maltodekstrin, malto-
oligosakkaridler ve glukoz tretmek icin katalizlerler. Endo-amilazlar ailesinden olan a-amilazin
molekul agirhigi 55200 Da dolayindadir ve sicakliga karsi 6nemli élgliide direng géstermektedir.
a-Amilaz molekuli 478 amino asit artigi (9 adet triptofan) ve 294 su molekllt bulundurmaktadir.
Ayrica a-amilazin ca™ ve CI iyonlarini baglama 6zelligi vardir. a-Amilazlarin aktif formda
olmalar i¢cin mutlaka kalsiyum iyonu gereklidir. a-Amilaz, en az bir ca™ iceren bir
metaloenzimdir. a-Amilazlarin optimum pH degerleri genellikle 4.0—7.0 arasinda bulunmaktadir.
Optimum pH araligi enzimin kaynagina gore degismektedir. Saflagtinimis a-amilazlar 50 °C’nin
Uzerinde aktivitelerini hizla kaybetmektedirler. Bu inaktivasyon iglemi kalsiyum ve substrat
etkisiyle azaltilabilir. a-Amilazin 5 alt Unitesi yani substrat baglama bdlgesi vardir. Etkili olduklari
sicaklik araligi ise 20-40 °C'dir.

Bu calismada biyoteknolojide, tekstil, gida ve kagit endustrilerindeki uygulamalarda
buylk 6énem tasiyan a-amilaz enzimi bu ¢caligmada dodada bol miktarda bulunan, ekonomik ve
ucuz biyopolimer olan kitosan ile hazirlanan kompozit tasiyicilar (zerine kovalent olarak
immobilize edildi. Bu amacla kitosan, nanokil (hidrofilik bentonit) ve FezO4 ile ayri ayri
karistirilip, hazilanan slspansiyon tripolifosfat icerisine damlatilip kompozit boncuklar
olusturuldu. immobilizasyon kosullarinin optimizasyonunda ilk olarak kompozit tasiyicilarin
aktivasyonunda kullanilan glutaraldehidin optimum ¢apraz baglama stiresi ve konsantrasyonu
belirlendi. Glutaraldehit ile ¢apraz baglama siresi kitosan-kil kompozit boncuklar igcin 1 saat,
kitosan-Fe304 kompozit boncuk icin 1,5 saat ve glutaraldehitin optimum konsantrasyonu her iki
kompozit boncuk igin % 1 (Wv) olarak bulundu. a-Amilaz enziminin ¢apraz bagl kitosan-kil
kompozit boncuklar izerine optimum baglanma siresi 1 saat kitosan-Fez;O, kompozit boncuk
Uzerine baglanma suresi 4 saat ve optimum enzim konsantrasyonu kitosan-kil kompozit
boncuklar i¢cin 3 mg/ml, kitosan-FesO, kompozit boncuk i¢in 2mg/ml olarak belirlendi. Ayrica
hem serbest enzim hem de immobilize enzim aktiviteleri Uzerine pHIn ve sicakhdin etkisi
incelendi. Serbest ve kitosan-kil immobilize enzimin optimum pH’1 7.0,kitosan-Fe30,4 immobilize
enzimin pH 5.0 olarak bulundu. Kitosan-kil kompozit boncuk tzerine immobilize edilen enzimin
optimum sicakligi 50 °C, kitosan-Fe304 kompozit boncuk (zerine immobilize edilen enzimin
optimum sicakhgdi 60° C, serbest enzimin optimum sicakligi 37 °C bulundu. Ayrica serbest ve
immobilize enzimin pH, termal ve depolama stabilite testleri yapildi. Kompozit tasiyicilar Gzerine
immobilize edilen a-amilaz enziminin yuksek sicakliklarda serbest enzime gbére daha stabil
oldugu gériildii. immobilize enzim pH 3.8-10.0 arasinda aktivitesini korurken serbest enzim pH
5.0-8.0 arasinda aktivite gostermektedir. Serbest enzimin wve kitosan-kil tzerine immobilize
edilen enzimin pH 7.0’de, kitosan-Fe3;0,4 Uizerine immobilize edilen enzimin ise pH 5.0'de diger
pH degerlerine goére daha stabil oldugu gorildi. Ayrica immobilize a-amilaz enziminin tekrar
kullanilabilirlik testi yapildi ve kitosan-kil kompozit boncuklarin 10 kullanim sonrasinda % 20
oraninda, kitosan-Fe3;04 kompozit boncuklarin 70 kullanim sonrasi % 13,65 oraninda aktivitesini
korudugu goruldl.

Anahtar Kelimeler : a-Amilaz, kitosan, kompozit tasiyici, biyopolimer, immobilizasyon.
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ABSTRACT

The a-amylases (EC 3.2.1.1 ) 1,4-a-D-glucan glucanohydrolase; glycogenase) is a
secretory enzymes commonly found in nature. a-Amylases are member of endo-amylases
family, have about 55 200 Da molecular weight and they are resistant to temperature
significantly. a-Amylase has 478 amino acid residues (tryptophan 9) and holds 294 water
molecules. In addition, a-amylase has the ability to bind ca” and CI ions. a-Amylases are
calcium metalloenzymes, completely unable to function in the absence of calcium and they
have optimum pH between pH 4.0 and 7.0. The optimum pH range of the enzyme varies
according to the source. Purified a-amylases lose their activity over 50 ° C. Inactivation can be
reduced by adding calcium, and substrate to the reaction medium. a-Amylase has 5 subunits or
substrate binding site. They show catalytic activity in the 20-40 °© C temperature range.

Enzymatic hydrolysis is more efficient and has more specific applications than chemical
hydrolysis. One of the application areas of a-amylase enzyme is starch industry. Starch can be
converted to glucose syrup by enzymatic hydrolysis and this syrup can be used as a sweetener
in the food industry. a-Amylases can also be used at some types of beer production such as
light beer, lower carbohydrate high alcohol content and at paper, textile, detergent and juice
industries. In the textile industry, during sizing process, fibers are treated with starch solution for
being stable and smooth in weaving. After weaving, a-amylase are used for removal of starch
from the medium (Nielsen et al., 2000, Brzozowski et al., 1997).

In industrial applications, recovery of the free enzyme from the medium is difficult and
this causes extra pollution. Also control of the reaction is difficult, because free enzyme cannot
be removed when it wanted. a-Amylase which has great importance in biotechnology, food,
textile and paper industries was immobilized on composite carries which were prepared by
economical and inexpensive biopolymer such as chitosan. For this purpose, chitosan was
mixed with nanoclay (hydrophilic bentonite) and FezO4 than the suspension was dropped in
tripolyphosphate solution. The prepared chitosan-composite beads were activated by
glutaraldehyde. Then a-amylase was covalently attached on the beads. Optimum glutaraldeyde
crosslinking time were found as 1 hour for chitosan-clay and for chitosan-Fe;O4 1,5 hours,
cross-linker concentration were optimized as % 1 (Wv) chitosan-clay and for chitosan-Fe3O,4 and
optimum enzyme concentration was determined as 3 mg/ml for chitosan-clay and for chitosan-
Fesz04 2mg/ml. In addition, optimum pH was found as pH 7.0 and optimum pH was found pH 5.0
chitosan-Fe30,4, optimum temperature of free and chitosan-nanoclay immobilized enzyme was
found as 37 ‘C and 50 °C respectively.Optimum temperature chitosan-Fe3;O, immobilized
enzyme was found 60° C. Also, thermal, pH and storage stability of free and immobilized
enzyme was compared. The reusability of immobilized a-amylase was also examined. After ten
times of repeated use, each over 5 min,chitosan-nanoclay immobilized enzyme maintained its
20% initial activity.Chitosan-Fe3z0,4immobilized enzyme maintained its 13,65 % initial activty.

Keywords: a-amylase, chitosan, immobilization, biopolymer, composite carrier.
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1. GIRIS

Amilazlar nisastada bulunan glikozid baglarini hidroliz yoluyla pargalayan enzimlerdir. Bunlar
nisastada a-1,4 glikozid baglarini kiran alfa amilazlar ve indirgenmeyen uglarindaki a-1,4
baglarini kiran B-amilazlar olmak Uzere iki gruba ayrimaktadir. Alfa amilaz ve glukoamilazin
nisastaya artarda etkisiyle veya bu enzimlerin karigimi kullanilarak glukoz surubu elde
edilmektedir. Cok kullanilan bu islem, belirtilen enzimleri ticari anlamda 6nemli bir yere
getirmektedir (1). Amilazlar ginimuzde biyoteknolojide, gida, tekstil ve kagit endustrilerindeki
uygulamalarda buyik 6nem tasimaktadirlar. Amilazlar bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar
gibi ¢ok cesitli kaynaklardan elde edilmekle birlikte endlstride genellikle mikrobiyal kaynakl
enzimler talep edilmektedir (2). Amilazlar, ilk defa Kirschhoffun nigastay!r parcalayan bu
enzimleri kesfetmesi ile 1811'de kullanilmaya baslanmiglardir. Bunu, nisasta pargalayici
amilazlar ve malt amilazlan takip etti. 1930’un sonlarina dogru, Ohlsson, nisasta pargalayici
enzimleri, enzim reaksiyonlari ile Uretilen sekerlerin anomerik tiplerine gére, malttaki a- ve -
amilazlar olarak siniflandirmay! o6nermigtir. a-Amilaz (1,4- a-D-glukan-glukanhidrolaz, EC.

3.2.1.1) dogada yaygin olarak bulunan bir salgi enzimidir (1,3).

1.1 a-AMILAZ

1.1.1 a-Amilazin Ozellikleri

Endo-amilazlar ailesinden olan a-amilazlar (1,4-a-D-glukan glukanohidrolaz; EC 3.2.1.1)
hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalarda yaygin olarak bulunan monomerik enzimlerdir.
Nisasta (amiloz ve amilopektin), glikojen ve buna bagh oligo ve polisakkaridlerdeki a-D- (1,4)-
glukozidik baglarinin hidrolizlerini maltodekstrin, malto-oligosakkaridler ve glukoz Uretmek igin
katalizlerler (4,5,6). Birgok mantar tirinden a-amilaz Uretilmekle birlikte en ¢ok incelenen ve
genellikle ticari olarak kullanilan Aspergillus oryzae a-amilaz (TAKA)Ydir. Bu enzim nisastanin a-
(1,4) baglanna saldiran fakat a-(1,6) baglarina saldirmayan bir endohidrolazdir. Belirtilen enzim
ile nisasta %60 oraninda maltoza doénusturulebilmektedir(7). a-Amilazin molektl agirlig1 55200
Da dolayindadir ve sicakliga karsi 6énemli dlgiide direng godstermektedir. Bu enzimin dikkate
deger termostabilite 6zelligi, artan iyonik etkilesimler, azalan yuzey alani ve i¢ kisimdaki artan
paketlenme saglayici etkilesimlerden ileri gelebilir. a-Amilaz molekilt 478 amino asit artigi (9
adet triptofan) ve 294 su molekilt bulundurmaktadir (8). Ayrica a-amilazin ca® ve CI iyonlarini
baglama 6zelligi vardir. a-Amilazlarin aktif formda olmalari i¢in mutlaka kalsiyum iyonu

gereklidir. a-Amilaz, en az bir ca” iceren bir metaloenzimdir. ca® iyonunun afinitesi, diger



iyonlardan daha kuvvetlidir. Kalsiyum baglarinin sayisi 1-10 arasinda degisir. ca”™ iyonu
amilazlardan diyaliz yontemi ile uzaklagtirilabilir. Kalsiyumun uzaklasgtirildigr enzimler ca*
iyonunun ilavesi ile tekrar aktif hale getirilebilir. ca”™ nin varliginda, a-amilazlar ca’ nn
bulunmadidi a-amilazlara gére daha termostabildir (1,9,10). a-Amilazlar, bir enzim molekll
basina en az bir atom kalsiyuma sahip metaloenzimlerdir. ca® iyonlarinin aktivite Uzerine etkisi
incelenmis ve Ca® iyonunun mikromolar seviyelerinin, a-amilazin yapisini stabilize etmeye

yaradigi goralmistar (11).

Sekil 1.1: a- Amilaz molekdlunin sematik diyagrami (12)

Amilazdaki glutamat 233, aspartat 197 ve aspartat 300 birlikte galisarak iki seker moleklll
arasindaki glikozid bagini kirmaktadir. Kalsiyum iyonu enzimde protein yapinin yakininda
saptanmistir ve enzimin yapisini stabilize etmektedir. Klor iyonu ise, ¢odu amilazda aktif

bélgenin altindan baglanmistir ve bu iyon reaksiyonun olusmasina yardimci olmaktadir.



Sekil 1.2: a- Amilazin aktif bolgesi (12)

(Uglu asidik grup (kirmiz1), bes seker biriminden olusan zincir (sari ve turuncu), kalsiyum

iyonu (gri kire), klor iyonu (yesil kire)).

a-Amilazlarin optimum pH degerleri genellikle 4—7 arasinda bulunmaktadir. Optimum pH araligi
enzimin kaynagina gore degismektedir. Saflastiriimis a-amilazlar 50°C’nin tizerinde aktivitelerini
hizla kaybetmektedirler. Bu inaktivasyon islemi kalsiyum ve substrat etkisiyle azaltilabilir. Etkili
olduklar sicaklik araligi ise 20-40" C'dir.

a-Amilazin 5 alt Unitesi yani substrat baglama bodlgesi vardir. a-Amilazin bu bdlgelerine
substratin yerlesmesi isleminde maksimum katalitik aktivitenin, nétralden daha ¢ok asidik pH'da

oldugu gorilmdastur (13).



1.1.2 a-Amilazin Sanayide Kullanim Alanlan

Enzimatik hidroliz, kimyasal hidrolizden daha etkili ve daha spesifik oldugu i¢in uygulamalarda
tercih edilmektedir. a-Amilazin kapsamli kullanim alanlarindan biri, nisasta endustrisidir.
Nisastay! hidroliz yoluyla pargalayan amilazlar, eczacilikta siklo dekstrinlerinlerden cesitli
uygulamalarda yer alan glukoz suruplarina kadar birgok Uretim dalinda yer almaktadir (14).
Nisasta enzimatik hidroliz ile glukoz suruplarina doénustirilebilir ve bu suruplar gida
endustrisinde tatlandirici olarak kullanilirlar. Bazi bira tdrlerinin dretiminde, (light bira gi bi) daha
disuk karbonhidrat ve daha yuksek alkol igerigine sahip bir Griin elde etmek igin

enzimatik hidroliz tercih edilmektedir. a-Amilazlar kagit, tekstil, deterjan sanayilerinde ve meyve

suyu Uretiminde kapsamli boyutta kullaniimaktadirlar (4).

1.2 Enzimler

Enzimler, hicrelerde biyokimyasal reaksiyonlari katalize eden protein yapisinda molekullerdir.
Hicrelerde ¢ok 6nemli metabolik goéreveri olan enzimler gesitli amaglarla kullaniimak Uzere
gunlik ve ekonomik hayata girmistir (15).

Enzimlerin kullanimi, genel uygulamalarda elde edilemeyen bir cok olumlu sonu¢ vermektedir.
Ezimler, ylksek Urin Kkalitesi, uUretimde disik maliyet, az atik, fazla enerji tlketiminin
engellenmesi, sadece istenilen reaksiyonun gergeklesmesi, kolay kontrol ve reaksiyonun ilimli
kosullarda gergeklesmesi ve reaksiyon hizinin 10" kata kadar artmasi gibi pek ¢ok avantajlara
sahiptirler.(16)

Enzimlerin pahali ve ortam kosullarina dayaniksiz olmasi, bilim adamlarini enzimlerin daha

kullanigh ve ekonomik hale getiriime olanaklarinin arastiriimasina yéneltmistir.

1.2.1 Enzim immobilizasyonu

Enzim immobilizasyonu ¢aligmalarinin g¢eyrek asirlik bir gegmisi vardir. Endustriyel
uygulamalarda serbest enzimin aktivitesini kaybetmeden geri kazanilmasi ¢ok zordur. Serbest
enzim, reaksiyon ortamindan istenilen anda uzaklastirilamadigindan reaksiyonun kontrolli gok
guctuar.

Reaksiyonu istenilen anda durdurulmasi igin reaksiyon ortamina inhibitér katiimasi
disundlebilir. Ancak serbest enzim tarafindan kirletilmis olan reaksiyon urtnlerine bdylece yeni
bir kirlilik unsuru eklenmis olacaktir. Uriin veya Uriinlerin bu Kirlilik unsurlarindan aritimasi

maliyeti gok arttirmaktadir.



Katalizér olarak kullanilan serbest enzimi reaksiyon ortamindan aktivitesini yitirmeden
cikarabilmek olanaksiz oldujundan enzimin yeniden kullaniimasi da s6z konusu degildir. Bu ise
enzimlerin spesifik ama o dlguide pahali katalizér olmalari nedeniyle maliyeti yukselten dnemli
bir etmendir.
Enzim saflastirma islemlerinin zahmetli ve pahali olmasinin yani sira endustriyel uygulamalarda
karsilagilan birtakim zorluklarin Ustesinden gelmek icin cesitli immobilizasyon teknikleri
gelistirilmistir (17).
Enzimler;

- Suda ¢6ziinmeyen bir tagly iclya kimyasal olarak baglanmasiyla,

- Suda c¢6zinmeyen Urin veren bir kopolimerizasyona enzim molekilinin monomer

olarak katiimasiyla,

- Suda ¢6zinmeyen mikrokapstullerde tutuklanmasiyla immobilize edilifler.

immobilize enzimin serbest enzime gére Ustiinliikleri séyledir;

= Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir ( sizme ve santrifijleme vb. ) ve
drinlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir problem yaratmaz

= Cevre kosullarina ( pH, sicaklik vb.) karsi daha dayaniklidir

= Birgok kez ve uzun sure kullanilabilir

= Dogal enzime kiyasla daha kararlidir

= Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir

= Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar igin uygundur

= Bazidurumlarda serbest enzimden daha yUksek bir aktivite gosterebilir

= Enzimin kendi kendini pargalamasi olasiligi azalir (16)

1.2.2 Enzim immobilizasyon Yéntemleri

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak yoéntemi segerken, immobilizasyon sirasinda veya
immobilizasyondan sonra enzim aktif merkezinin zarar gérmeyecegi bir yontem olmasina dikkat
edilmelidir. Boyle bir segim yaparken enzimin yapisi ¢ok iyi bilinmelidir. Enzim ile tasiyici
arasinda herhangi bir baglanma s6z konusu ise ya bu baglanmanin aktif merkez lGzerinden
gerceklesmeyecegi tasiyicilar segilmeli ya da immobilizasyon islemi sirasinda aktif merkez
korunmalidir. Uygun immobilizasyon yonteminin dort ana kriter géz ©6nidne alinmalidir;
glvenilirlik, maliyet, aktivitenin korunmasi ve kararlilik. Bir enzim immobilizasyonunda ayrica

enzimatik aktivitenin en yiksek dizeyde korundugu yéntemin secilmesi énemlidir (17).



ENZIMLER

! }

Modifiye Enzimler Serbest Enzimler

Bagh Enzimler Tutuklanmis Enzimler

! } l l

Taslyiciya Baglanmis Capraz Baglanmis

Matrikse Membranda yada
1.Kovalent Bagli Tutuklanmis Mikro Kapstilde
Tutuklanmis

2.Adsorblanmis

3.lyonik Bagl

Sekil 1.3: immobilize enzimlerin siniflandiriimasi (15,18)

1.2.2.1 Tutuklama Yontemleri

Prensip olarak tutuklama enzim molekdlind belirli bir mekanda durmaya zorlamaktir. Enzim
bulundugu c¢evreden disariya c¢ikmaz. Bu islemler polimer matriks icindeki kafeslerde
gerceklestirilebilecedi gibi yari gecirgen membranlar icinde mikrokapsilleme ile de
gerceklestirilebilir. Bu ydéntemi, kovalent baglama ve c¢apraz baglama ile immobilizasyondan
ayiran en 6nemli 6zellik enzim molekdlinun fiziksel veya kimyasal olarak herhangi bir tagiyiciya

baglanmis olmasidir (18).

1.2.2.1.a Kafeste Tutuklama: Polimerizasyon ve ¢apraz baglamanin olustugu ortamda enzim
de bulundugu takdirde enzim capraz baglama sonucu olusan odaciklarda tutulmaktadir. Bu
amagla en ¢ok kullanilan polimer N-N- metilenbisakrilamid ile gapraz baglanmig poliakrilamiddir.
Yontem, ylksek derecede gapraz bagli bir polimerin enzim g¢o6zeltisi igcinde olusturuimasi
temeline dayanir. Polimerlesme sonucu enzim molekilleri capraz baglari arasinda

tutuklanmakta ve bdylece ana ¢dzeltiye gecmeleri engellenmektedir (19).



1.2.2.1.b Mikrokapsiillerde Enzim immobilizasyonu: Bu y&ntem enzim molekdllerinin yari
gegirgen bir membran i¢inde tutuklanmasindan olugmaktadir. Mikrokapsullerin biyUkligu 5-100
p arasinda degismektedir. Enzimler daha c¢ok kimyasal mikrokapsulleme ile immobilize
edilmektedirler. Bu yontem ile enzim immobilizasyonu; strekli ve siirekli olmayan yari gegirgen

membran mikrokapsullerde tutuklama olmak Uzere iki gurupta incelenebilir (18).

Sekil 1.4: a) Matrikste tutuklama b) Yari gecirgen membranda tutuklama

1.2.2.2 Tasiyiciya Baglama Yontemleri

En eski enzim yontemlerinden biridir. Tasiyiciya baglanma ya kimyasal kovalent veya iyonik
veya adsorptif bigiminde gergeklesir. Enzime goére tasiyici segimi gok onemlidir. Partikdl
buyukligu, toplam ylzey hidrofilik gruplarinin hidrofobik gruplara orani ve tasiyicinin kimyasal

bilesimi. Bu yontem Ug¢ alt gruba ayrilir (19).

1.2.2.2.a Kovalent Baglama: Enzimlerin reaktif tasiyicillara kovalent baglanmasi genelde
protein kimyasinda bilinen yontemlerle sulu ortamda gercgeklestirilir. Enzimin tasiyiciya kovalent
baglanmasinda dikkat edilecek dnemli nokta, baglanmanin enzim aktivitesi i¢in zorunlu gruplar
Uzerinden olmas| ve baglanma sirasindaki sterik engellemeler nedeni ile bu gruplari rahatsiz
edilmemesidir. Taslyiciya kovalent baglama enzim zincirindeki amino asitlerin tagidigi reaktif

gruplarin tGzerinden gergeklesir (19).

1.2.2.2.b Adsorpsiyon: Yontem; ylzey aktif suda ¢éziinmeyen bir adsorbanin, enzim ¢ozeltisi
ile karistirilmas 1 ve enzimin aginsinin iyice yikanarak uzaklastirimasi temeline dayanir. Enzimin
tasiyiclya baglanmasinda etkin olan Van Der Waals kuvvetleridir. Adsorbanlar ¢ok degisik tirde

olmakla birlikte iyi bir adsorpsiyon saglayabilmek icin genellikle adsorbanin bir 6n iglemden



geciriimesi gerekmektedir. Enzim immobilizasyonunda en ¢ok kullanilan adsorbanlar; aktif
karbon, g6zenekli cam, diatome topragi, CaCOs;, kil, kollodyum, silikajel, bentonit,

hidroksiapatit, nisasta, gluten ve kalsiyum fosfattir (18).

1.2.2.2.c iyonik Baglama: Bu yéntem, iyon degistirme yetenegine sahip suda ¢ézinmeyen
tasiyicilara enzimin iyonik baglanmasi temeline dayanir. Bazi durumlarda bunun yaninda
fiziksel adsorpsiyon da etkili olmaktadir (20).lyonik baglanma ¢ok yumusak kosullarda
gerceklestiginden enzimin konformasyonunda ve aktif merkezinde degisiklige neden olmaz.
Ancak enzim ile tasiyici arasindaki bagd, kovalent bag kadar glcli olmadigindan enzim kagisi

s6z konusudur (19).

kat destek

Sekil 1.5: Taslyiclya baglama

1.2.2.3 Gapraz Baglama ile immobilizasyon

Kiguk molekulli bir veya ¢ok fonksiyonlu reaktifler, enzim molekdlleri arasinda baglar yaparak,
sonugta suda ¢o6zinmeyen komplekslerin olusmasini saglarlar. Capraz baglanma derecesi ve
immobilizasyon, protein ve reaktif derisimine, pHa ve immobilize edilecek enzime c¢ok
bagimlidir. Molekdl ici baglanmalar da s6z konusu olabilir. Bu yodntem ile enzim
immobilizasyonu Zaborsky’ a gore dort farkh sekilde gergeklestirilebilir . Enzimin yalniz

bifonksiyonel reaktif ile tepkimesi;



a) Enzimin ikinci bir protein varliginda bifonksiyonel reaktif ile tepkimesi

b) Enzimin suda ¢6zinen bir tasilyicida adsorpsiyonundan sonra bifonksiyonel reaktif ile
tepkimesi

¢) Enzimin bifonksiyonel reaktif tarafindan aktive edilmis polimer tasiyici ile tepkimesi.

En ¢ok kullanilan ¢apraz baglama reaktifleri; glutaraldehid (Sciff bazi), izosiyonat tirevieri
(peptid bagi), bisdiazobenzidin (diazo baglamasi) N-N — polimetilen bisiyodoasetamid

(alkilleme), 1,5-difloro-2,4-dinitrobenzen ve N, Netilenbismaleimiddir.

Sekil 1.6: Capraz baglama
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Cizelge 1.1: immobilizasyon yénteminin karg llagtirmas1 (18)

Tasiyiciya Baglama Yontemi

I — Capraz
Karakteristik Kovalent ) lyonik Tutuklama
. Adsorpsiyon . baglama B )
baglama baglama ) yontemi
yontemi
Hazirlama Zor Kolay Kolay Zor Zor
Enzim aktivitesi | Yiksek Disuk Yuksek Orta Yuksek
Substrat L ) ) L )
Degis ebilir Degismez Degismez Degis ebilir Degismez
spesifikligi
Mumkadn Mumkadn Mumkan
Rejenerasyon . Mumkin Mumkin .. .
degil degil degil
Genel o o
Orta Disuk Orta Dls Uk Yuksek
uygulanabilirlik
Immobilizasyon o L L
Yiksek Disuk Disuk Orta Disuk
maliyeti
Bag gucu Kuwvetli Zayif Orta Kuwvetli Kuwvetli

1.2.3.Enzim immobilizasyonunda Kullanilan Tasiyicilar

Bir immobilize enzim sisteminin en 6nemli Ug¢ bileseni enzim, tasiyici ve immobilizasyonda

kullanilan yontemdir. Taslyici materyal bir membran, suda ¢6zinlr bir kati ya da polimer bir

matriks olabilir.

Enzimlerin immobilizasyonunda genel olarak dogal veya sentetik bir cok organik ve inorganik

materyal kullanilmaktadir. Genel olarak bir tagiyicinin sahip olmasi gereken 6zellikler sunlardir:

(22)

«» Hidrofilik karakter

% Suda ¢ozinmemesi

% Gobzenekli (pordz yap1)

% Kimyasal ve termal kararlilik

« Mekanik stabilite ve uygun partiktl formu

% Kovalent baglamada kullanilacak tagiyicilarin

fonksiyonel gruplar icermesi

« Mikroorganizmalara kars1 direnglilik

ihimli

kosullarda

reaksiyon veren




®,

< Ucuz olmasi

% Rejenere olabilmesi
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Enzim immobilizasyonunda kullanilacak tasiyicilarin segiminde bazi kriterlere dikkat edilmelidir.

Bunlar; immobilizasyon yontemi, substratin yapisi, reaktdr tipi ve mekanik o6zellikleridir.

immobilizasyon iyonik veya kovalent baglama ile gergeklestirilecekse tasiyicinin fonksiyonel

gruplar icermesi gerekir. Substrat biy ik molekullii ise 6zellikle tutuklama yéntemleri ve pordz

tasiyicilar difizyon ve sterik engellemeden dolay pek uygun degildirler (23).

Cizelge 1.2: immobilizasyon yéntemi, tasiyici ve reaktdr secimini etkileyen faktorler (18)

Immobilizasyon yontemi Taslyici Reaktor

Guvenilirlik Immobilizasyon yéntemi Operasyonel gereksinimler
Maliyet Sustratin dogasi Reaktér maliyeti
Aktivitenin korunmasi Reaktor tipi Katalizor rejenerasyonu
Kararlil ik Mekanik ozellikler Tepkime Kinetigi

Cizelge 1.3: Tastyicilarin siniflandirimasi

Dogal Tastyicilar

Sentetik Tasiyicilar ( Sentetik polimerler)

Anorganik Polimer

Polistiren tirevleri

Cam (g6zenekli cam) Seliiloz

Silikagel Nisasta
Aliminyum oksit Dekstran
Bentonit Agaroz
Hidroksi apatit Karragenan
Titan dioksit Alginat
Zirkonyum oksit Kitin

Nikel oksit Kitosan

Naylon
Polivinil alkol
Oxiraanlar
Metakrilat

lyon degistirici regineler
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1.2.3.1 Enzim immobilizasyonunda Kullanilan Dogal Tasiyicilar

1.2.3.1.1 Kitin: Yengeg, karides, i1stakoz gibi eklembacaklilarin kabuklarinda, bazi bakteri ve
mantarlarin hicre duvarinda bulunan ve dogada selllozdan sonra en yaygin olarak bulunan
beyaz, sert, elastik olmayan azotlu bir biyopolimerdir (poli-(1-4)-N-asetil-D-glukozamin). Ticari
acidan ilgi gérmesinin baslica sebebi ylksek azot oranidir (6,98). Kitin ¢ézinirligu oldukga
disuk bir maddedir. Cozunurlik ve kimyasal reaktivite agisindan da sellloza benzemektedir.
Kitin polimeri yiuksek molekdl agirligina sahiptir ve bazik ortamda deasetillenerek kitosana
doénusdr (24).

1.2.3.1.2 Sellloz: Sellloz bitki biyokltlesinin ana bilesenidir ve bitkilerden, bakterilerden
sentezlenen dinyada en yiksek oranda bulunan organik polimerdir. Sellilozun ana bileseni D-
glukozdur. Fotosentez sirasinda karbondioksit ve su D-glukoza donlstr. Sellloz 3-1,4 glikozidik
bagi ile bagh glukoz birimlerinden olusan lineer homo-polisakkarittir. Glukoz halkasi sandalye
konformasyonundadir. Selllozun tekrarlayan en kigUk alt birimi bir disakkarid olan selobiozdur.
Selluloz suda ¢o6zinebilir 6zellikte degildir. Molekdl agirligr genellikle (250.000-1.000.000)
araliginda degismektedir. Sellloz |, sellloz gesitlerinin dogal ve en baskin olan kristal yapisi
olup polimer bilimlerince en gok ¢aligilan formudur. Cogunlukla bitkilerde bulunur. Cok say idaki

rapor ve yayina ragmen selUlozun yapisi hala tam olarak ¢ézulememigtir (25).

OH OH )
HO of
~ . é%/o\%\
O OH
HO OH

Sekil 1.7: Selllozun agik yapisi

1.2.3.1.3 Dekstran: Dekstran mikrobiyal sentez ile elde edilen polisakkaridlerin genel adidir.
Dogada bol miktarda bulunan biyobozunur, inert ve toksik olmayan bir polimerdir. Dekstran
molekli anhidro-D-glukopiranoz birimlerinin baglica a-1,6-glikozid bagi ile baglanmasi sonucu

meydana gelmistir. Her glukoz halkasinda i¢ adet hidroksil grubu bulunmaktadir. Dekstran tibbi

uygulamalarda uzun zamandan beri yer almaktad ir (26,27).
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HO

OH

OH

Sekil 1.8: Dekstranin agik yapisi

1.2.3.1.4 Nisasta: Nisasta daha ¢ok patates gibi yumrulu bitkilerde ve misir, fasulye, bugday,
piring gibi tahillarda bulunmakla birikte, butin bitki hiicreleri nisasta yapma yetenegine
sahiptirler.

Nisasta a-1,4 baglari iceren lineer glukoz polimeri olan amiloz, ve a-1,6 baglan ile a-1,4 glukoz
kalintilarinin birbirine baglandigi dallanmis yapida polimer amilopektinden olugsmaktadir (28).
Amiloz, nigastanin lineer fraksiyonu olup a-(1,4) glikozid baglar ile baglanmis durumda 1100 ile
4400 glukoz unitesi igermektedir. Nisastanin dallanmig fraksiyonu olan amilopektin ise; a-(1,4)

baglari yaninda dallanma yerlerinde a(1,6) baglar da bulundurmaktadir.(29).

CHOH

0 CH,O0H
HO Q

H C H-0H

0
HO 0

HC

Sekil1.9: a) Amilozun agik formulu
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CHyOH

"0

i 0,

CHOH
HO ' )
H

H{
OH Yo

Sekil 1.9: b) Amilopektinin agik yapisi

1.2.3.1.5 Karragenan: Deniz Kadayifi, irlanda Yosunu (Irish Moss) olarak adlandirilir. En
yaygin Chondrus crispus ve Gigartina mamillosa adli kirmizi alglerden elde edilen bir lineer
polisakkarittir. Bu algler Kuzey irlanda ve Amerika’nin Kuzey Dogu sahillerinde yetigir. Algler
yaz veya sonbaharda su seviyesinin hemen altindaki kayalar Gzerinden toplanir. Sahilde birkag
defa suyla yikanip, tekrar glineste kurutularak elde edilir. Beyazimsi, kirmizimtirak veya sarimsi
renkte, 5-15 cm uzunlukta parcalar halinde bulunur. Hafif kokulu ve tuzlu lezzettedir. Soguk
suda siser. Soguk suda % 47’ si, sicak suda % 75 i ¢ézundr. % 5’ lik ¢bzeltisi suyu peltelestirir.

Karragenan 3 degisik formda bulunur. Bunlar kappa (k), iota (1) ve lambda (A) karragenandir. k
Karragenan en fazla bulunan ve kullanilan tiridar. En sik rastlanan k-karragenan (1,3)-B-D
galaktopiranoz—4-siilfat-(1,4)-3,6-anhidro—o—D-galaktopiranoz ~ birimlerinin  tekrarlanmasiyla
olusur. 1-karragenan (1, 3)—p—-D- galaktopiranoz—4-silfat-(1,4)-3,6-anhidro—a—D-galaktopiranoz
2-sillfat birimlerinin  ve A-karragenan ise (1,3)—-—-D—galaktopiranoz—2-sulfat-(1,4)—a—D-

galaktopiranoz- 2,6-disulfat birimlerinin tekrarlanmasiyla olusmustur (30).
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i-karragenan yapisi

Sekil 1.10: Karregenanin agik yapilari

1.2.3.1.6 Alginat: Alginat 6zellikle Kuzey Atlantik kayallk kiyllarinda ¢ok yaygin bulunan
kahverengi deniz alglerinin énemli bir polisakkarididir. 1,4 bagdli f-D- mannopiranozil Gronat ve
a-L-glunopranozil dronat ihtiva eder (31). Farkh seviyelerde de olsa, butin Alginat
molekdllerinde her iki homopolimerik sira birlikte bulunur (32). Aljinatin yapisi ve molekdl agirligi
kullanilan algin cinsine, yagina, bdlumlerine ve aljinatin ekstraksiyon islemlerine gére degisir
(33). Acgik denizlerde yasayan L. Hyperbore alginin gévdesinde dokulara yuksek mekaniklik
veren gulunorik asit yiksek miktarda bulunurken ayni algin su ylzeyinde duran ince uzun
yapraklari daha esnek bir yapi saglayan disik guluronik asit icerigi ile karakterize edilen

aljinata sahiptir. Aljinat alglerde kalsiyum tuzu seklinde bulunur. Ticari olarak piyasaya daha ¢ok
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sodyum aljinat formunda sunulmaktadir. Sodyum aljinat gida endustrisinde jel yapici,
stabilizatér ve koyulastirici madde olarak ¢ok kullanilir. Ayrica aljinat jeller protein, ilag,
hiicrelerin salimi ve tutuklanmasi, doku ve organlarin onarimi i¢in matriks olarak da kullanilirlar.
Aljinik asit, B-D-mannuronik asit ve a-L-guluronik asidin 1,4 glikozit bagiyla baglanmasiyla
olugan bir kopolimerdir. Mannuronik asit-gulunorik asit orani tire, mevsime ve algin yetistigi
yere gore degisir. Aljinatlar B-1,4-D-mannuronik asit (M blogu) ve a-1,4-L-guluronik asit (G
blogu) ve karisik bloklardan (MG) olusur (34).

Sekil 1.11: Aljinatin tekrarlanan birimlerinin yapisi

Genelde G blogu orani ylksekse aljinatlar basinca daha dayanikli fakat kiriigan jeller
olustururlar. G blogu orani distkse aljinatlar basinca az dayanikli ama esnek karakterde jeller
olustururlar. Aljinik asitin sodyum, potasyum, amonyum tuzlari ve propilen glikol ester
tirevierinin suda kolaylikla ¢6ziinebilmesine karsi, aljinik asit ve kalsiyum tuzunun sudaki
¢6zUnurligl son derece sinirlidir. Sodyum aljinat kokusuz, tatsiz bir toz olup suda
¢ozindugiinde viskoz kolloidal bir ¢ézelti olusturur. Biyouyumlulugu, distk toksisitesi, dusuk

2+ 2+
, Ba

maliyeti ve ca”, Mg gibi divalent katyonlar varliginda jellesmesi bu polimerin
uygulamalarda kullaniimasina olanak saglamistir. Aljinat jel bilyeleri hazirlamada en c¢ok
kullanilan iki degerlikli metal kalsiyumdur. Aljinatin ucuz wve toksik etki gdstermemesi,
boncuklarin kolay bir sekilde hazilanabilmeleri gibi avantajlari vardir. Aljinat ¢dzeltisinin ve
CacCl, ¢dzeltisinin konsantrasyonlarini artirmak daha siki gapraz bagli jellerin olugsmasina neden
olur. Fakat dikkat edilmesi gereken nokta yiksek konsantrasyonlu aljinat ¢ozeltisiyle ¢alismanin
zorlugudur. Ca-aljinat jelleri olusumunda a-L-guluronik asit (G) yapilarina baglh kalsiyum
iyonlarinin  baglanmasiyla olugur. Olusum Yumurta- Kutu modeliyle sekil 1.12 de

gosterilmektedir. ca” iyonlari ile aljinat zinciri iyonik ¢apraz bag olustururlar.
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Sekil 1.12: Yumurta- kutu modeli

1.2.3.1.7 Agaroz: Agarin bilegimindeki 2 polisakkaritten birisi olup agarin jellestirme 6zelligini
saglar. Agaroz (1-4) bagh 3,6-anhidro-a-L-galaktoz’ a birer atlayarak baglanan (1-3)-b-D-
galaktoz’ dan olusur. Agaroz suda ¢6ézlnur. Kendine has ¢ok az kokusu vardir. Rengi beyaz,
sarims1 tonlardadir. Agar buylk oranda Gelidium ve Gracilaria botanik tirlerinden ekstrakte
edilir. Agar; noétral “Agaroz” polisakkaridi ile, elektriksel yukli polimer “Agaropektin® nin
karigimidir. Agar kaynayan suda ¢oézinur ve sogutuldugunda 38-43°C arasi jel olusturur. 37°C
de eriyen jelatin jellerinin aksine, 85° C veya Uzerine kadar erimez. Gida urlnlerindeki
uygulamalarinda, sicak iklim kosullarinda, duslk sicakliklarda muhafazasi gibi bir sorun
yaratmaz. Jel olusturma sicakligi ile erime sicakliyi arasindaki bu muazzam fark, agar 1 ¢cogu
uygulama igin benzersiz kilar. Birgok uygulamalari, bu tekil 6zellikten kaynaklanarak blyuk

avantaj saglar (35).

1.2.3.1.8 Kitosan: Dogal ve toksik olmayan bir biy opolimer olan kitin ve kitosan, baglica yenge¢g
ve karides kabuklarindan elde edilmektedir. Bunun yani sira, bocek kabuklari da kitin kaynagi
acisindan oldukga zengindir. Bocek kabuklarinda yaklasik % 23,5 oraninda kitin bulunurken bu
oran yenge¢ ve karideste sirasiyla % 17 ile % 32 arasindadir. Karides kitinlerinde % 6.29,
yengec kitinlerinde ise % 6.24 oraninda azot bulunmaktadir. Kitosan, Kitinin deasetillenmesi
sonucu elde edilen bir polisakkariddir. Kitin, selilozdan sonra diinyada en yaygin olarak
bulunan ikinci biyopolimerdir. Yengeg, karides gibi kabuklu su Urlinlerinin ana bileseni olup,
béceklerin iskeletinde ve mantarlarin hiicre duvarlarinin yapisinda da bulunmaktadir. Dinyada
yillik Kitin Gretiminin yaklasik 150x 103 ton civarinda oldugu belirtiimektedir. Bunun 56x103 tonu
karidesten, 39x103 tonu gesitli deniz kabuklularindan, 32x103 tonu mantarlardan ve 22x103
tonu istiridyelerden elde edilmektedir (36). Kitinin birgok tlrevi bulunmakla beraber en énemlisi
kitosandir. Kitosan, ilk kez 1811 yilinda Henri Bracannot tarafindan bulunmustur. Bracannot,
mantarlarda bulunan kitini slfirik asitte gézmeye galismis ancak basarili olamamistir. 1894’de
Hoppe-Seyler, kitini potasyum hidroksit icerisinde 180° C'de isleme sokmus (deasetilleme) ve

asetil igerigi azaltiimis bir Griin olan “Kitosan” elde etmistir. 1934 yilinda kitosandan film Uretimi
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ve lif eldesi konusunda olmak Uzere iki patent alinmistir. Ayni yil, Clark ve Smith tarafindan gok
iyi oryante olmus kitosan lifi Uretimi de basari ile gergeklestiriimistir. Kitin ve kitosan hakkindaki
ilk kapsamli yayin, 1977 yilinda Muzarelli tarafindan yapilmistir. Daha sonra bu konuda cesitli
uluslararasi sempozyumlar ve arastirmalar ile devam eden incelemeler ginimuze kadar
gelmigtir. Bu gok yonli materyallerin yeni uygulama alanlarini bulmaya ve uygulamaya yoénelik
akademik ve endustriyel arastirmalar halen kapsamli ve yogun bir sekilde devam etmektir
(http://www. vanderbilt.edu/AnS/psychology/health_psychology/chitosan1l.html; Guang Wu Yi,
2002; Dutta et al, 2002).

Kabuklu su drinleri artiklarinin basta kitin olmak Uzere c¢esitli Grinlerin eldesi seklinde
degerlendiriimesiyle hem ekonomik agidan kazan¢g hem de g¢evre agisindan oldukca buyik

yarar saglanmis olacaktir.

Sekil 1.13: a) Kitinin agik yapisi

Sekil 1.13: b) Kitosanin ag ik yapisi

Japonya ve ABD'de ticari olarak duretilmektedir. Flonac ticari adiyla yenge¢ kabuklarindan
Uretilen kitosan polimerinin 2000 yil1 Gretimi 1250 ton/yil dir. Kitosan birgok organik reaksiyon ile

kolayca modifiye olabilir. Yapisindaki serbest amin gruplari ve hidroksil gruplarindan dolayi
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fonksiyonel gruplu polimerlerin gelistiriimesinde biyik bir potansiyele sahiptir. Yapisindaki amin
gruplarindan dolay! sulu asidik ortamda ¢ozinir 6zellige sahiptir (37). Kitosanin uygulama
alanlari oldukga fazladir. Bunlar ila¢g ve biyomedikal mihendisligi (yanik tedavisi, yumusak ve
sert kontak lensler), kagit Uretimi, kozmetik, gida ve tekstil endistrisi, atikk su iglemleri gibi

uygulama alanlarini kapsar.

1.2.3.1.8.1 Kitin ve Kitosanin Kimyasal Yapisi

Bir biyopolimer olan kitin esas olarak poli-[B-(1,4)-2-asetamid-2-deoksi-B-Dglukopiranoz]
yapisinda olup ¢ok dusik oranda 2-amino-2-deoksi-B-glukopiranoz monomerleri de
bulunmaktadir. Kitosanin kimyasal yapisi, poli-[B-(1,4)-2-amino-2-deoksi-B-D-glukopiranoz]
seklindedir. Kitin ve kitosan birer polisakkarid olup kimyasal yapilari bakimindan seliloza
benzemekle birlikte kendi aralarinda birtakim farkliliklar géstermektedir. Selllozdaki ikinci
karbon atomuna bagli hidroksil (-OH) grubu bulunurken, kitinde asetamid (-NHCOCH3),
kitosanda ise amin (-NH,) grubu bulunmaktadir. X-ray galigmalar, kitinin son derece dizenli ve
skl yapida kristalin bolgeye sahip oldugunu géstermektedir. Alfa (a), beta (B) ve gama (y)
olmak Uzere U¢ ayrn yapida olan olan kitin, kristalin bdlgelerinin dizilis sekline gore farklilk
gbstermektedir. a-kitinde zincirler zit yénde, B-kitinde ayni ydnde, y-kitinde ikisi yukari ve birisi
asag! sekilde dizilmiglerdir. Bunlardan en stabil yapida olani a-kitin olup, B ve y kitin belirli islem
kosullari altinda a-formuna doéndsturulebilmektedir. Bunlar arasinda kitosanin konformasyonu,
a-kitine benzemektedir. Genel olarak bakildiginda, yengeg, istakoz ve karides gibi deniz
hayvanlarinin kabuk kismi % 30-40 protein, % 30-50 kalsiyum karbonat ve kalsiyum fosfat ile %
20-30 kitinden olusmaktadir. Kabuklu deniz hayvanlarinin yapisindaki protein bazi insanlarda
alerjiye sebep olabilmektedir. Dolayisiyla, proteinin tamamen uzaklastinimasi &zellikle
biyomedikal uygulamalarda kullanimi agisindan son derece énemlidir. Bu amagla, Kitinin protein
kompleksindeki kovalent baglar kopariimakta ve yapilan isleme deproteinizasyon denilmektedir.
Ancak kullanilan kimyasal maddelerin biyopolimeri de depolimerize etme tehlikesi nedeniyle

islem esnasinda dikkatli olmak gerekmektedir.
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Cizelge 1.4: Kitosanin teknik tretim kosullar (38)

Adim Kimyasal madde Sicakhk Sire

Deproteinizasyon % 0.5-15 NaOH 25-100°C 0.5-72 saat

Demineralizasyon % 2-8 HCI 15-30°C 0.5-48 saat
Cesitli organik

Dekolorizasyon gozgenler 20-30°C Yikama, 60 dk

(NaOCl, H202)

Deas etilleme % 39-60 NaOH 60-150°C 0.5-144 saat

Deproteinizasyon icin NaOH, Na,COz; NaHCO3; KOH, K,COz; Ca(OH),, Na,SO3;, NaHSOs3;,
CaHSO3;, NagPO,; ve Na,S gibi cesitli kimyasal maddeler denenmistir. Ancak yapilan
arastirmalar sonucunda en uygun olan maddenin NaOH oldugu gorilmustir. Bu amagla
deasetilasyon isleminde 1M NaOH ¢ozeltisi kullaniimaktadir. NaOH, kitinin  kismen
deasetillenmesine ve biyopolimerin hidrolize olmasi sonucu molekil agiriginin azalmasina
neden olmaktadir. igslem herhangi bir sorun olmaksizin yerine getirildigi takdirde kitinin protein
icerigi % 1 civarinda kalmaktadir. Ayrica, pepsin, papain, tripsin, ve proteaz gibi proteolitik
enzimler de protein uzaklastirma amaciyla kullaniimaktadir. Deproteinizasyon, ayni zamanda
kitine belli bir kalite de kazandirmaktadir. Burada dikkat edilmesi gereken husus, Kitinin
kalitesinin elde edildigi hammaddeye bagh olmasidir. Tim kabuklarin farkli yastaki deniz
hayvanlarindan elde edilmesi durumunda bile farkli 6zelliklerde kitin elde edilmektedir. Yiksek
saflikta kitin eldesi, 12 N HCI asit icerisine konulan ve buz yardimiyla sogutulan kitin ¢ézeltisinin
kuwvvetli bir sekilde karistirimasiyla elde edilebilmektedir. Ancak bu islemin birka¢ kez
tekrarlanmas | gerekmektedir. Deproteinizasyon sonrasi yapilan deasetilleme islemi genellikle %
40-50'lik NaOH cozeltisi ile 100-160°C arasinda birkag saat islem ve ardindan sogutularak notr
pHa kadar su ile durulanmasi seklinde gerceklesmektedir. Yapilan denemeler sonucunda, %
45 NaOH ile min. 30 dakika islem sonrasi yeterli deasetilleme derecesinin saglandigi, daha kisa
islem silrelerinde ise yeterince deasetilleme elde edilemedigi gérilmustir. Son olarak kitosan %
2’lik asetik asit ¢ozeltisi ile ekstrakte edilip ardindan filtre edilmekte, destile suda ¢okturulip
kurutulmakta ve depolanmaktadir (Lim, S. Kitosan, yukarnda da bahsedildigi gibi 2-amino-2-
deoksi-B-D-glukopiranoz ve 2-asetamid-2-deoksi-B-D-glukopiranoz monomerlerinden olusan bir
kopolimerdir. Yapisinda yer alan glukozamin orani asetilglukozamin oranindan daha ylksek

oldugunda suda ¢6ziinme orani da artmaktadir. H. 2002; Fouda, 2005). Kitosan, her tekrarlayan
birimdeki primer (C-6), ve sekonder (C-3) hidroksil gruplari ile amin (C-2) grubu olmak Uzere

toplam Uc¢ tane reaktif gruba sahiptir. Bu reaktif gruplar kolayca kimyasal modifikasyona
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ugrayabilmekte ve kitosanin mekaniksel ve fiziksel 6zellikleri ile ¢ézUnurlGgini degistirmektedir.
Kitinin azot icerigi, deasetileme derecesine goére % 5-8 (genellikle % 6.9) arasinda
degismektedir. Azot icerigi sellloza gore yuksek olan kitin ve kitosan (sellllozda azot miktar %
1.25 civarinda) 6zellikle atik sularda metal baglayici (kelatlama maddesi) olarak biyik avantaj
saglamaktadir. Kitosan tireveri, liman kosullarda kolaylikla elde edilebilmekte ve “slbstitlie
glukanlar” olarak adlandirimaktadir. Kitosanda bulunan azot ¢ogunlukla primer alifatik amino
gruplan seklindedir. Amin grubu icermesi nedeniyle N-alkilasyon, N-acilasyon ve Schiff baz gibi
tipik amin reaksiyonlara maruz kalabilmektedir. Bu reaksiyonlarin en énemlileri N-acgilleme ve
Schiff baz reaksiyonlaridir. Acilleme reaksiyonda, bir bilesige agil (RCO-) grubu ilave
edilmektedir. Schiff bazlar ise aril grubuna veya alkil grubuna bagli azot ile karbon-azot ¢ift bagi
iceren kimyasal bilesik veya fonksiyonel gruplardir (R1R2C=N-R3). Schiff bazlara, “substitue

iminler” adi da verilmektedir.

1.2.3.1.8.2 Kitosanin Belirleyici Ozellikleri

Kitosanin ézelliklerine etki eden parametreler; deasetilleme derecesi, molekul agirhigi, viskozite,

¢6zUnurldk ve rengi seklinde siralanabilmektedir.

1.2.3.1.8.2.a Deasetilleme Derecesi

Kitin ve kitosan arasindaki temel farklilik, yapilarindaki asetil iceriginden kaynaklanmaktadir.
“Deasetilleme Derecesi (DD)” kitinin yapisinda bulunan aminoasetil gruplarindan asetil
grubunun uzaklastiriima derecesidir. Boylece geride sadece amin grubu kalmaktadir. Kitosanin
deasetilleme derecesinin, basta ¢éziinme 6zellidi olmak Uzere birgok parametre lzerinde blyUuk
etkisi bulunmaktadir. Kitinin belli derecede deasetillenmesi (% 60 ve lUzeri) sonucunda “kitosan”
elde edilmektedir (39). Deasetilleme derecesi, deniz kabuklularinin cinsine ve Uretim yontemine
gore % 56-99 arasinda degismektedir. Kitosanin kitine goére iki blyudk avantaji bulunmaktadir.
Bunlardan birincisi kitini ¢dézmek icin son derece toksik ©zellikteki lityum Kklorir ve
dimetilasetamid gibi ¢bézgenler kullanilmasina karsin kitosanin seyreltik asetik asit icinde
kolayca ¢éziinebilmesidir. Ikinci avantaji ise birgok kimyasal reaksiyon igin aktif kisim olan
serbest amin gruplarina sahip olmasidir. Deasetilleme derecesinin belilenmesi igin gesitli
yéntemler bulunmaktadir. Bunlar ninhidrin testi, lineer potansiyometrik titrasyon, yakin-infrared
spektroskopi vb. seklinde siralanabilmektedir. Bu yontemler arasinda en ¢ok kullanilani IR
spektroskopisi olmasina karsin, IR spektroskopisi sonunda farkli baselinelarin ortaya ¢ikmasi

nedeniyle yontemler hakkinda halen cesitli tartigmalar s6z konusudur.
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1.2.3.1.8.2.b Molekul Agirhgi

Kitosanin dogal ve sentetik polimerlere uygulamasinda 6nemli olan diger bir parametre de
molekdl agirhigidir. Kitin ve kitosanin molekldl agirligi, elde edildigi kaynaga ve Ozellikle
deasetilleme kosullarina (sicaklik, zaman ve NaOH konsantrasyonu) bagli olarak
degismektedir. Ortamda bulunan ¢é6zinmUs oksijen, kitosanin pargalanmasina neden olmakta
ve molekdl agirligini dugidrmektedir. Dider yandan, ¢ok yuksek sicakliklar da kitosanin molekdl
agirigina olumsuz etki etmektedir. Omegin 280'C ve zerindeki sicakliklarda kitosan
parcalanmaya baglamakta, polimer zinciri kopmakta ve bdylece molekil agirligi dismektedir.
Molekdl agirhidinin belirenmesinde gesitli yontemler kullaniimaktadir. Bunlar, jel permetasyon
kromotografisi, 1slk sacllma spektroskopisi ve viskozimetrik yontemler seklinde

siralanabilmektedir (40).

1.2.3.1.8.2.c Viskozite

Sicaklik, viskozite, deasetilleme ve pH derecesi, gibi parametreler kitosanin 6zelliklerine etki
etmektedir. Viskozite, demineralizasyon siresinin artmasi ile dismektedir. Yaklasik 4" Cde

depolanan kitosan ¢ozeltisinin viskozite agisindan en iyi stabilite gosterdigi goérdlmstr.

1.2.3.1.8.2.d Cozunurluk

Kitin bircok organik ¢ozgende c¢Ozinemezken, kitosan pH < 6 olan ¢ozeltilerde kolayca
¢6zUnebilmektedir. Diger yandan, inorganik asitler igerisinde de kitosanin ¢ézunurligu oldukga
disuktdr. Kitosanin ¢ézinmesi amaciyla genellikle asetik asit, formik asit ve laktik asit gibi
organik asitler kullaniimaktadir. Bunlar arasinda en c¢ok kullanilan ¢b6zgen asetik asittir.
Kitosanin ¢6zUnurliginl etkileyen birgok parametre bulunmaktadir. Bunlar sicaklik, alkali
konsantrasyonu ve partikil blyikligd seklinde siniflandirilabilmektedir. Yapilan arastirmalar iyi
bir ¢cozunarlik icin en az % 75-80 deasetilleme derecesine sahip olmas1 gerektigini gostermigtir.
Asidik ortamda NH, grubu —NH; * seklinde bulunmakta ve ortamdaki anyonik gruplarlia
elektrostatik olarak etkilesime girmektedir. Protonlasmis durumda katyonik polielektrolit
davranis1 gostermekte, viskoz c¢ozeltiler olusturmakta ve zit ydkli molekil ve yizeylerle
etkilesime girebilmektedir. Kitosanin ¢&zinurligld, kimyasal modifikasyonlari, film veya Iif
olusumu gibi kullanimlari agisindan da olduk¢ca 6nemli bir parametredir. Kitin, ¢ok miktardaki
molekl ici ve molekdller arasi hidrojen baglari ile yari kristalin yapida bir polimerdir. Bu nedenle
seyreltik asitlerde ve bircok organik ¢ézgende g¢éziinememektedir. Katyonik yapisi kitosanin

birgok uygulamasinin da temelini olugturmaktadir.
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1.2.3.1.8.2.e Renk

Kabuklu deniz hayvanlarinin yapisindaki pigment, kitin ile kompleks olusturmaktadir (4-keto ve
3,4,4’-diketo-B-keroten tirevieri). Toz halindeki kitosan oldukga yumusak olup rengi agik saridan
beyaza kadar cesitli tonlarda degdisebilmektedir. Kitinden kitosan eldesi esnasinda renk
giderilmesi aseton ile ekstraksiyon ve ardindan % 0.3 NaOCI ile oda sicakliginda yapilan 5
dakika islem sonunda gergeklesmektedir. Cesitli literattrlerde, renk giderme islemi icin alternatif
olarak; KMnO,, NaHSO3;, Na,S,0, veya H,O, gibi kimyasallarin da kullanilabilecegi ifade

edilmektedir.

1.2.3.1.8.3 Kitosanin Kullanim Alanlari

Kitosan gunumuzde tiptan gidaya, ziraatten kozmetige, eczaciliktan atik su aritimina ve tekstil
sektoriine kadar sayisiz alanda kullanilabilmektedir. Kitosan cesitli Ulkelerde buyUk olglude
kullanilmasina karsin Ulkemizde bu oran daha dusuktur. Tekstil sanayinde de birgok amag igin
kullaniimaktadir. Bunlar arasinda;

- Antimikrobiyal 6zellik kazandirmasi,

- YUnli kumaslarda gekmezlik saglamasi,

- Reaktif boyamada tuz miktarini azaltmas |,

- Pamugun asit boyarmaddelerle boyanabilirlik kazanmas,

- Antistatik 6zellik kazandirmasi,

- Deodorant maddesi olarak kullaniimasi,

sayllabilmektedir. Ayrica, kitosan ile diger liflerin karigimindan Uretilen gesitli antimikrobiyal lifier
de bulunmaktadir. Bunlara 6érnek olarak, Crabyon (kitosan ve \iskon karigsimi, TEC SERVICE),

chitopoly (kitosan ve polinozik lif karigimi (Fuji) verilebilmektedir.
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Cizelge 1.5: Kitin, kitosan ve tUrevlerinin uygulama alanlarn (41)

Uygulama Alani Spesifik Kullanimlan

Kirlenmis atkk sular igin koagllasyo ve flokllasyon
Su aritimi Atk sudaki metal iyonlarinin uzaklagtirnimasi ve geri

Kazanimi

Bitki katki maddesi,Antimikrobiyal madde
Ziraat Bitki tohumu kaplanmas1,Glbre yapimi

Insektisid ve nematositlerde

. . Kromatografik yontemlerde
Biyoteknoloji
Enzim immobilizasyonunda

Dogal kivamlastirici

Hayvan yemlerini de igeren yiyecek katki maddesi,Yiyecek
Gida islemede (6rnegin seker isleme)

Filtreleme ve temizleme, Hipokolestrolemik madde,

Atik yiyeceklerin tekrar islenmesi

Sac sekillendirici yapimi, Cilt nemlendirmede (nemlendirici
Kozmetik kremlerde), Antikolestrol ve yag baglayici olarak zayiflama

maddesi, Aftershave, deodorantlarda koku giderici madde

Hayvan ve insanlar i¢in yara bandi yapiminda

Sargi bezi yapiminda ve yara tedavisinde (yara tedavisini%

30 oraninda hizlandirmaktadir.),Yanik tedavisinde aciyi
Medikal Alan dindirme ve iyilestirme etkisi,Kani pihtilastirici madde

Hidrojel yapimi, Antikoagulant ve antitrombojenik materyaller,
(sUlfatlanmig-kitin ttrevleri olarak

Hemostatik madde, Kontakt lens yapimi, llag salimi
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Materyal

Calismada kullanilan kimyasallar a-amilaz (a- amylase from Aspergillus oryzane 1,4-a-D-
Glucan-glucanohydrolase, powder, ~30 U/mg), nisasta, maltoz, hidroklorik asit (HCI), sulfirik
asit (H,SO,), 3,5-dinitro salisilik asit (DNS), sigir serum albumin (BSA), glisin (C,HsNO,),
glutaraldehit (GLA),o-fosforik asit (0-H3PO4),FeCl,.H,0, FeCls. H,O, kitosan (CT), coomassie
brilliant blue G-250, nanokil (hidrofilik bentonit), etanol (% 99), sodyum fosfat pentabazik (TPP),
Tris (hidroksimetil) aminometan (Sigma-Aldrich, ABD); sodyum asetat (CH;COONa), asetik asit
(CH3COOH), dihidrojenfosfat (KH,PO,), dipotasyum hidrojenfosfat (K,HPO4), borat, PEG,
sodyum klortir (NaCl), sodyum hidroksit (NaOH) ( Merck, Almanya).

Calismada kullanilan ara¢ ve geregler; Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR)
(Perkin Elmer spectrum BX), UV-vis spektrofotometre (Perkin Elmer), pH metre (Inolab WTW

series), inkubator (GFL), Magnetic Susceptibility Balance (Sherwood Scientific) kullaniimigtir.

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ve Termogravimetrik Analiz (TGA) analizleri hizmet alimi

karsiliginda yaptirimistir.
Bu galismada kullanilan diger tim kimyasallar analitik safliktadir.

2.2 Yontem

2.2.1 Maltoz Standart Egrisinin Olusturulmasi

Maltoz standart egrisinin olusturulmasinda ilk olarak 0,1-0,4 mM araliginda bir seri maltoz
standart ¢ozeltisi distile su icerisinde hazirlanmig olan 1 mM stok maltoz cozeltisinden yola
cikilarak hazirlandi. Denemelerde kullanilacak olan DNS Reaktifi, 1 g 3,5-dinitrosalisilik asit(
DNS), 20 ml 2 N NaOH igerisinde ¢oziilir. Uzerine 50 ml distile suda ¢éziinmiis olan 30 g Na.K

tartarat eklenip son hacim 100 ml’ ye ile tamamlanir.
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Cizelge 2.1: Maltoz standart egrisinin olusturulmasi

V (ml) Kor | I " v
Dist. Su 1,00 0,90 0,80 0,70 0,60
Maltoz

Std.(ImM ) 0,10 0,20 0,30 0,40
DNS 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

Karnstiriir, kaynar su banyosunda 10 dk. tutulur,sogutulur.

Dist. Su 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0

Karistirihir, kére kars1 540 nm de abs. okunur.

540 nm’de alinan absorbans degerleri ile maltoz konsantrasyonlari arasinda standart grafigi
cizilir. a-Amilaz aktivitesinin tayininde enzimatik reaksiyon sonunda agiga ¢ikan maltoz miktari,

cgizilen standart grafigi kullanilarak bulunur.

2.2.2 a-Amilaz Aktivite Tayini

Bu calismada serbest ve immobilize enzim aktivite tayini nisastanin hidrolizi ile agida ¢ikan
indirgen gruplarin 3,5-Dinitrosalisilik asit ile belilenmesi yontemine dayanan Bernfeld metodu
(42) ile yapildi. a- Amilaz aktivitesi enzimin substrati olan nigsasta kullanilarak tayin edildi.
Reaksiyon sonrasinda enzimatik hidroliz sonrasinda agida c¢ikan maltozun 540 nm’ de
spektrofotometrik olarak olgilmesine dayanir. Bir Gnite, 25 °C'de dakikada 1.0 pymol indirgen

seker Uretmek icin gerekli enzim miktari olarak tanimlanmistir.
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Cizelge 2.2: Aktivite tayini

Kor Ornek
Saf Su 500 ul 480
Substrat (Nisasta %1 (w/v)) 500 pl 500 pl
Serbest enzim / 20/
immobilize a-amilaz 50 mg boncuk
inkiibasyon ( 37° C de 5 dak)
DNS 1000 pl 1000 pl

10 dak. kaynar su banyosunda bekletildikten sonra sogutulur
Saf Su 10 ml 10 ml

540 nm’ de 6l¢im alinir

540 nm’ de o6lgim alindiktan sonra, standart grafiginden absorbans degerlerine karsi gelen

konsantrasyon degeri bulunur ve aktivite hesaplamalan yapilir.

2.2.3 Protein Tayini

Protein miktarlarinin tayini Bradford (43) yontemi ile gergeklestiriimistir. Bradford tarafindan
gelistirilen bu yontemde Coomassie Brillant Blue G-250 kullanilir, organik boyalarin asidik
gruplari ile proteinlerin bazik gruplarinin etkileserek renk olusturmasini esas almaktadir.
Bradford reaktifi: 40 mg Coomassie Brillant Blue, 50 ml %95’ lik etanolde ¢6zuldu. Cozeltiye 55
ml % 88’ lik fosforik asit eklendi ve hacmi deiyonize su ile 1 litreye tamamland..

Standart protein egrisi; sigir serum albiminin (BSA) distile su ile 1 mg/ml’ lik ¢bzeltisi hazirlanir.
Bu c¢ozeltiden 0,02-0,15 mg/ml konsantrasyonlari hazirdanir. Hazirlanan protein standart
¢ozeltilerinden 0,1 ml alinir ve Uzerlerine 2 ml Bradford reaktifi eklenir. Oda sicakliginda 10
dakika beklenir. 595 nm’de spektrofotometrik dlgimu alinir. Elde edilen absorbans degerleri

konsantrasyona kars ik grafige gegirilir bOylece standart protein egrisi elde edilmis olur.
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2.2.4 immobilizasyon Verimi ve Yiikleme Etkinliginin Hesaplanmasi

immobilizasyon verim asagidaki formiille hesaplanir:

wiy=—2%__y100 (1)

Utotal—Ukalan
U.:: Immobilize enzimin spesifik aktivitesi
Usotal: Serbest enzimin spesifik aktivitesi
Ukaian: Filtratta bulunan enzim spesifik aktivitesi

Taslyici Gzerine baglanan protein miktari, total protein miktarindan baglanmayan protein miktari

cikartilarak % yukleme etkinligi hesaplandi.

CiVi—CfVf

% Yikleme etkinligi = X 100 (2)

Ci: Serbest enzimin protein miktari
Vi:Ortama konan enzim ¢ozeltisinin hacmi
C: Filtratta bulunan protein miktari

V;: Filtrat hacmi

2.2.5 Kompozit Boncuklarinin Hazirlanmasi
2.2.5.1 Nanokilin Aktivasyonu
Nanokilin aktivasyonu i¢in 50 g nanokil, 1 M H,SO, ile 80° C' de 2 saat boyunca geri sodutucu

altinda kaynatildi. Ardindan ortam pH’ 1 nétral olana kadar bol su ile yikandi ve etlivde kurutuldu
(57).

2.2.5.2 Kitosan-Nanokil Kompozit Boncuklarinin Hazirlanmasi
2,5 g kitosan, % 2’ lik 100 ml asetik asit ¢ozeltisi icinde ¢ozllerek % 2,5 (wW/v)luk kitosan

¢Ozeltisi elde edildi. Hazirlanan kitosan cozeltisi icerisine 2,5 g aktive edilmis kil eklendi ve

hazirlanan sispansiyon, soguk TPP (pH 8.2) c¢ozeltisi igine ucu kesilmig bir igne yardimiyla
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damlatildi, sertlesmesi igin sogukta 4 saat karistirilarak bekletildi (47). Sertlesen boncuklar

stzllerek bol saf su ile yikandi ve daha sonra kullaniimak tizere + 4° C’ de depolandi.

2.2.5.3 Fe304 (Manyetit) Hazirlanmasi

Fe30, nanopartikilleri Z. Yuanbi ve arkadaslarinin gelistirdigi yonteme (45) gore sentezlendi.
FeCl,.4H,0:FeCl36H,0 2:3 (mol:mol) oraninda tartildi ve ayrica 1 g PEG 4000 eklenerek 100
ml deiyonize suda karistirildi Daha sonra ortamin pH’1 11 olacak sekilde sulu amonyak (0,3
mol/L) ile ayarlandi. Fe3O, olusumundan dolay1 ¢o6zeltinin renginin siyah oldugu gézlendi.
Ortamin pH’'1 n6tr olana kadar saf su ile yilkama yapildi. Fe3O4 nanopartikilleri stizgeg¢ kagidiyla
slizllerek kurutuldu. Elde edilen Fez04 partikillerinin  manyetik duyarih@ Magnetic
Susceptibility (Sherwood Scientific) cihaziyla él¢lldi. FezO4 igin manyetik alan hesaplamalari

sonucu manyetik duyarlilik élgiima (y) 5,5 B.M bulundu.

2.2.5.4 Kitosan- Fe30, Kompozit Boncuklarinin Hazirlanmasi

2,5 g kitosan %2 lik 100 ml asetik asit cozeltisi icinde ¢ozildi. Uzerine 1 g Fez04
nanopartikilleri eklendi. Hazilanan Fe3O, kitosan sispansiyonu soguk TPP (pH 8.2) ¢ozeltisi
icine ucu kesilmig igne yardimi ile damlatildi, sertlesmesi i¢cin sojukta 4 saat karigtirlarak
bekletildi. Sertlesen boncuklar siiziilerek bol su ile yikandi ve daha sonra kullaniimak tGzere + 4°

C’ de depolandi.

2.2.6 Kitosan-Nanokil ve Kitosan- Fe3O, Kompozit Boncuklarn Glutaraldehit ile Capraz
Baglanmasi

Yapilan aktivite ve protein tayinleri sonrasinda optimum glutaraldehit ile optimum c¢apraz

baglama suresi belirlendi

2.2.6.1 Glutaraldehit ile Capraz Baglama Siiresinin Etkisi

Optimum GLA inkubasyon siresini belirlemek igin boncuklar (0,05 g) 30-60-90-120-240 dakika
ve 24 saat sireyle % 1 (v/v) lik glutaraldehit c¢ozeltisiyle ¢apraz baglandi. 1 mg/ml

konsantrasyonunda 2 ml a-amilaz enzim ¢ozeltisi eklenerek, belirlenen sirelerde inkiibe edildi.
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540 nm’ deki aktivite dlglimleri sonucunda sireye karsilik % aktivite grafigi gizilerek optimum

inklibasyon suresi belirlendi.

2.2.6.2 Glutaraldehit Konsantrasyonunun Etkisi

Optimum glutaraldehit konsantrasyonunu belirlemek igin, glutaraldehitin % 0,5- 5 arasinda
degisen konsantrasyonlarinda gapraz baglama yapildi.1 mg/ml konsantrasyonunda 2 ml enzim
¢cozeltisi ilave edilerek 1 saat inkilbe edildi. 540 nm’ deki aktivite olciimlerin sonucunda
immobilize enzim aktiviteleri dlgllerek konsantrasyona karsilik % aktivite grafigi cizildi. Cizilen

grafikten optimum immobilizasyon siresi belirlendi.

2.2.7 Immobilizasyon Siire sinin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Capraz bagh boncuklar Gzerine enzimin optimum baglanma siresinin belirlenmesi amaciyla,
30-360 dakika arasinda degisen sirelerde 1 mg/ml konsantrasyonunda 2 ml enzim c¢ozeltisi
boncuklarla inkibe edildi. Belirtilen sirelerin sonunda immobilize enzim aktiviteleri dlgilerek
slreye karsillk % aktivite grafigi cizildi. Cizilen grafikten optimum immobilizasyon siresi

belirlendi.

2.2.8 a-Amilaz Enzim Konsantrasyonunun Etkisi

Optimum enzim konsantrasyonunu belirlemek icin a-amilazin 0,5- 5 mg/ ml arsinda degisen
konsantrasyonlarda 2 ml a-amilaz enzim ¢ozeltisi kullanildi. Optimize edilen immobilizasyon
slrelerinin sonunda 540 nm’ de aktivite élcimleri ve protein tayinleri yapildi ve konsantrasyona

karsilik % aktivite grafigi cizilerek optimum konsantrasyon belirlendi.
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2.2.9 Fiziksel ve Kimyasal Karakterizasyon

Kimyasal Karakterizasyon

2.2.9.1. Serbest ve immobilize Enzim Uzerine Sicakligin Etkisi

Sicaklik, enzimlerin katalitik aktivitesi i¢cin dnemli parametrelerden biridir. Belirli sicaklik
limitlerinin Gzerindeki dederlerde enzim proteinin denaturasyonundan dolayi aktivitede azalma
g6zlenir. Bu nedenle immobilizasyonun sebep olduga sicakhga bagdimlilik ¢aligsmalari enzimler
ve kimyasal katalizérlerin kiyaslanmasinda faydal bilgiler verebilir (23).

Serbest ve immobilize a-amilazin aktivitelerinin sicakliga bagimliligini beliremek amaci ile
aktivite dlcimleri 4-80 © C sicaklik araliginda 540 nm’ de olglimler alindi. Sicakliga karsilik %

aktivite grafigi gizilerek optimum sicaklik degerleri belirlendi.

2.2.9.2 Serbest ve immobilize Enzim Aktivitesi Uzerine pH Etkisi

Enzimler proteinlerden olustugu icin Kkatalitik aktivite dikkate deger bir sekilde ortam
kosullarindan, ézellikle de sulu ortamin pH’sindan etkilenir. inkiilbasyon ortaminin pH’s1 protein
molekuliinin tamaminin yik ve dissosiasyon durumu yaninda aktif merkezini de etkilemektedir
(46).

Optimum pH tespiti icin pH 3.8 — 5.0 araliginda 0,05 M asetik asit-saoyum asetat, 6.0 — 7.0
araliginda 0,05 M KH,PO4-K,HPOQO,4, 8.0' da 0,05 M Tris-HCI, 9.0 — 10.0 araliginda ise 0,05 M
glisin-NaOH tamponu kullanildi.Optimum kosullarda 540 nm’ deki aktivite élgiimleri sonucu pH

degerlerine karsilik % aktivite grafigi gizilerek optimum pH degerleri bulundu.

2.2.10 Kararlilik Testleri

Enzim immobilizasyonunun en biylk amaglarindan biri enzimin kararlihginin gerek medikal
gerekse endustriyel uygulamalardaki kullanilabilirlik etkinliginin arttirimasidir (46). immobilize
enzimin stabilitesinden anlagilan, belirli calisma kosullarinda enzim aktivitesinin zamana bagimli
olarak korunmasidir. Bu siradaki enzim aktivite kaybi degisik nedenlere dayanir (pH veya
kimyasal inaktivasyon vb.) Bunun disinda tasiyicinin pargcalanmasi veya baska sebepler ile

matriksten enzim kagisi da aktivite kaybina neden olur (22).
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2.2.10.1 Termal Kararlilik

Enzimler protein yapisinda olduklari ve isiya kars1 kararli olmadiklarindan, sicaklik yukseldikge
inkiibasyon siresine bagli olarak aktivite kaybi hizlanir (46). immobilize boncuklarin ve serbest
enzimin termal kararlili§1, immobilize ve serbest enzimin farkl sicakliklarda (4—25-37-50-60-70-
80° C 1 saat inkliibe edildikten sonra optimum kosullarda kalan aktivitelerinin olciimesiyle

belirlendi.

2.2.10.2 pH Kararhihg

immobilize boncuklarin serbest enzimin pH kararliliginin belilenmesi amaciyla immobilize
boncuklar ve serbest enzim pH araligi 3.8-10.0 arasinda degisen tamponlarda 1 saat

bekletildikten sonra optimum kosullarda kalan aktivite dlgimleri yapildi.

2.2.10.3 Depo Kararlilig

Enzimler ¢ozelti iginde saklandiklari zaman yapisal degisime ugrarlar. Buna bagli olarak da
aktivitelerinde azalma veya timulyle yok olma goézlenebilir. Bu degisimin sebebi ortamin
sicakligi, iyon siddeti ve pH gibi faktérlerdir. immobilizasyon islemiyle enzimlerin depolama
kararlil iklari artar (47).

Depo kararlihdini belirlemek igin serbest enzim ve immobilize enzim -18,+4 ve 25° C'de

depolandi ve 16 hafta boyunca belirli zaman araliklarinda aktivite dlgimleri yapildi.

2.2.11 Kinetik Parametreler

immobilizasyon sirasinda enzim proteinindeki konformasyonel degisiklikler, sterik etkiler,
mikrogevre etkileri ve diflizyon etkileri, immobilize enzimlerin serbest enzimden farkli kinetik
davranislar géstermesine neden olurlar. O nedenle immobilize enzimlerin kinetik davraniglarinin
incelenmesi, kinetik sabitlerinin tayini ve serbest enzimle kiyaslanmasi oldukga 6nemlidir ( 46).

Serbest enzim ve kitosan-kil, kitosan-Fe;O4 immobilize enzimin Michealis- Menten (K,) sabitini
ve maksimum reaksiyon hizini (Vmax) hesaplamak icin nisastanin farkli konsantrasyonlarinda

aktive 6lgimu yapildi. Lineweaver- Burk ( 1/V- 1/ S) grafiginden K, ve Vhax degerleri hesaplandi.
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2.2.12 immobilize Enzimin Tekrar Kullanilabilirligi

immobilize a-amilaz’in tekrar kullanilabilirik denemeleri 37° C'de optimum kosullarda
gergeklestirildi. Karnisim 5 dakika inkibatdrde bekletildikten sonra immobilize enzim ortamdan
ayrildi ve indirgen seker tayini yapildi. immobilize enzim igeren boncuklar 0,05 M pH 7.0 fosfat

tamponuyla yikandi ve aktivite dlgim proseddri tekrarland.
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3. SONUGLAR ve TARTISMA

Bir canli hicreden enzim izolasyonu ve saflastiriimasi oldukga pahali sureglerle yapilmaktadir.
Bu nedenle enzimler genellikle pahalidir ve endistriyel uygulamalarda serbest enzimin
aktivitesini kaybetmeden geri kazanimasi oldukga zordur. Serbest enzimin reaksiyon
ortamindan istenildigi anda uzaklastirlamamasi reaksiyonun kontrolinlU guglestirir. Serbest
enzimi reaksiyon ortaminda etkisiz hale getirebilmek i¢in kullanilan inhibitérler ise serbest enzim
tarafindan kirletilen reaksiyon Urlnlerine yeni bir Kirlilik unsuru olarak eklenir. Reaksiyon
ortamindaki bu kirlilik unsurlarinin uzaklastirimaya caligilmasi1 maliyeti artirmaktadir. Bunun
yani sira serbest enzimler sirekli tretim iglemlerinde de tercih edilmezler. Enzimlerin birgok
alanda cesitli amaclarla kullaniimaya baglanmasi nedeniyle, enzimleri daha ekonomik ve
kullanigh hale getirme c¢alismalar artmistir. Bu nedenle serbest enzimlerden daha fazla

yararlanabilmek igin immobilizasyon teknikleri gelistiriimistir (48).

3.1 Aktivite ve Protein Standart Grafikleri

Maltoz standart egrisinin olusturulmasinda ilk olarak 0,1-0,4 mM araliginda bir seri maltoz
standart ¢ozeltisi distile su igerisinde hazirlanmis olan 1 mM stok maltoz ¢dzeltisinden yola
¢ikilarak hazirlandi.

Bu calismada serbest ve immobilize enzim aktivite tayini nisastanin hidrolizi ile agiga ¢ikan
indirgen gruplarin 3,5-Dinitrosalisilik asit ile belilenmesi yontemine dayanan Bernfeld metodu
(42) ile yapildi. a- Amilaz aktivitesi enzimin substrati olan nigasta kullanilarak tayin edildi.
Reaksiyon sonrasinda enzimatik hidroliz sonrasinda agida c¢ikan maltozun 540 nm’ de

spektrofotometrik olarak él¢ctimesine dayanir.
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3.1.1 Maltoz Standart Egrisinin Olusturulmasi
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Sekil 3.1: Maltoz standart egrisi

3.1.2 Protein Standart Grafiginin Olusturulmasi
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Sekil 3.2: Protein standart grafigi
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3.2 immobilizasyon Kosullarinin Belirlenmesi

Glutaraldehitle ¢apraz baglama siresi, glutaraldehit konsantrasyonu, a-amilaz enziminin
immobilizasyon silresi, enzim konsantrasyonu ve sicaklik ile pHin etkisi immobilizasyon

kosullarinin optimizasyonunda incelendi.

3.2.1 Glutaraldehitin a-Amilaz Enzim immobilizasyonu Uzerine Etkisi

Biyolojik olarak aktif molekillerin tagiyiciya baglanmasinda ilk adim kimyasal olarak inert
taglyicinin aktivasyonudur. ikinci adim ise aktive edilen tasiyiciya ligandin baglanmasidir. a-
amilaz enziminin immobilize edilmesi i¢in ilk 6nce tagiyicilarin amino gruplarinin glutaraldehit ile
aktive edilmesi gerekmektedir (17). Glutaraldehit c¢ok reaktif bir maddedir ve artan

konsantrasyonlardaki kullanimi matrislerin i¢ yapilarinda farkliliklara neden olabilir (50).

3.2.1.1 Glutaraldehit ile Gapraz Baglama Siresinin immobilizasyon Uzerine Etkisi

Glutaraldehit ile ¢capraz baglama siresinin immobilizasyon Uzerine etkisi incelenmesi amaciyla,
her iki tasicinin sabit miktarlari tGzerine % 1 (v/v) konsantrasyonunda glutaraldehit ¢ozeltisi
eklendi. Farkh strelerde (30-60-90-120-180-240 dak, 24 saat) glutaraldehit ile capraz
baglanmis boncuklar tizerine 1 mg/ml olacak sekilde a-amilaz enzimi immobilize edildi. Yapilan
aktivite olcimleri sonucunda glutaraldehit ile optimum c¢apraz baglama silresi, kitosan-kil
kompozit boncuklari igin 60 dakika, kitosan-Fe3O4 kompozit boncuklari igin bu sire 90 dakika
olarak belirlendi (sekil 3.3).
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Sekil 3.3: Glutaraldehit ile gcapraz baglama stresinin belirlenmesi
kitosan-kil kompozit tasiyici Uzerine immobilize edilen a-amilaz(e)kitosan-Fe;0, kompozit

tasiyici Gzerine immobilize edilen a-amilaz (m) ,50 mg immobilize enzim.

3.2.1.2 Glutaraldehit Konsantrasyonunun immobilizasyon Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Glutaraldehidin farkli konsantrasyonlariyla ¢apraz baglanmis kompozit boncuklar (zerine
immobilize edilmis enzim aktivitelerindeki degisim sekil 3.20’ de goérulmektedir. Kitosan- kil ve
kitosan-Fe3O, kompozit boncuklar % 0.5-% 5 arasinda degdisen oranlarda glutaraldehit ile
capraz baglandi. Enzim immobilizasyonu gergeklestikten sonra hesaplanan % bagil aktivitelere
gore optimum glutaraldehit konsantrasyonlari belirlendi. Buna gére her iki kompozit tasiyici igin

%1 glutaraldehit konsantrasyonu en iyi sonucu verdi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4: Glutaraldehit konsantrasyonunun enzim aktivitesi Gizerine etkisi

kitosan-kil kompozit tasiyici Uzerine immobilize edilen a-amilaz (e)kitosan-Fe;0, kompozit

tasiyici Gzerine immobilize edilen a-amilaz (m), 50 mg immobilize enzim.

Kitosan-kil kompozit boncuklar Glutaraldehitile capraz bagli kitosan-kil
kompozit boncuklar

Sekil 3.5: Kitosan-kil kompozit boncuklarin GLA ile gapraz baglanmasi sonucu boncuklarda
gozlenen degisiklik

Kitosan-kil kompozit boncuklar GLA ile baglaninca renginde sararma ve boyutunda kugulme
gozlendi.
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GLA ile muamele

Glutaraldehitile capraz baglanmis kitosan-Fe;0,

Kitosan-Fe3z0O4 kompozit boncuklar )
kompozit boncuklar

Sekil 3.6: Kitosan-Fe304 kompozit boncuklarin GLA ile ¢apraz baglanmasi sonucu kompozit
boncuklarda gbézlenen degisiklik
Kitosan-Fe30,4 kompozit boncuklar GLA ile muamele edilince boyutlari kiiguld(; kitosan FezO, in

engellemesinden dolayi sari rengin gézlenmesi baskilanmistir.

3.2.2 immobilizasyon Siresinin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

immobilizasyon siresinin etkisini belirlemek igin 1 mg/ml a-amilaz enzim ¢ozeltisi 30-360 dakika
arasinda degisen sirelerde % 1 glutaraldehit ile capraz baglanmis kitosan-kil ve kitosan-FezO4
kompozit boncuklariyla muamele edildi. % Bagil aktiviteleri hesaplandiktan sonra ¢izilen grafikte
gorildigu Uzere optimum immobilizasyon siresi kitosan- kil kompozit boncuklar i¢cin 1 saat,

kitosan- Fe30, icin 4 saat olarak belirlendi (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7: immobilizasyon sliresinin enzim aktivitesi tizerine etkisi
Kitosan-kil kompozit tasiyici Uzerine immobilize edilen a-amilaz (e)kitosan-Fe;O, kompozit

tasiyici Gzerine immobilize edilen a-amilaz (m), 50 mg immobilize enzim.

3.2.3 a-Amilaz Konsantrasyonunun Enzim immobilizasyonu Uzerine Etkisi

Kitosan- kil ve kitosan- Fe3;O4 kompozit boncuklari (50 mg) farkli konsantrasyonlarda (0.5- 3
mg/ml ) a-amilaz ile immobilize edildi.% Bagil aktiite hesaplarindan sonra kitosan-kil i¢in 3 mg/

ml, kitosan- Fe30, icin 2 mg/ ml konsantrasyonlarinda optimum sonucu verdi (sekil 3.8).
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Sekil 3.8: Enzim immobilizasyonu i¢in optimum a-Amilaz konsantrasyonunun belirlenmesi

e kitosan-kil kompozit tasiyici Gzerine immobilize edilen a-amilaz, m kitosan-Fe;O, kompozit

tagiyici Gzerine immobilize edilen a-amilaz, 50 mg immobilize enzim.

3.3 Tasiyici Uzerine Baglanan Protein Miktari ve immobilizasyon Verimi

immobilizasyon galigmalar sirasinda kitosan- kil ve kitosan-Fez0, kompozit boncuklar lizerine
baglanan protein miktarini saptamak igin serbest enzim, filtrat ve ylkama sularinda protein tayini
yapildi. Sekil 3.18 daki Bradford standart grafigi kullanilarak her iki tasiyici icinde yikleme

etkinligi hesaplandi.
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Cizelge 3.1: Kitosan-kil ve kitosan-Fe3O, kompozit boncuklar Uzerine immobilize edilmis a-

amilazda % verim ve % yukleme etkinligi

Verim (%) Yiikleme Etkinligi (%)
Kitosan-kil kompozit boncuk 55,59 (334,2 U/g) 21
Kitosan-Fe3O4 kompozit boncuk 31,58 (657,5U/g) 56,72

Kitosan-kil kompozit boncuk igin protein miktar1 0,117 mg, serbest enzim aktivitesi 1024 Ulg
(6 mg enzim) ,kitosan-Fe3O, kompozit boncuk icin 0,044 mg, serbest enzim aktivitesi 964 U/g

(4 mg enzim) bulundu.

3.4 Serbest ve immobilize a-Amilazin Optimum pH’ larinin Belirlenmesi

Serbest ve immobilize a-amilaz enziminin optimum pH’ ni belirlemek igin farkli pH araliklarinda
hazianan tamponlar kullanilarak aktivite élgimleri yapildi. Bu sonuglara gore serbest enzim ve
kitosan-kil icin en iyi pH 7.0 olarak, kitosan- Fe3zO4 iginse pH 5.0° de en yiksek aktivitelerini
gosterdigi belirlendi.

Sener galismalarinda optimum pH’ 1 serbest a-amilaz ve immobilize a-amilaz enzimi icin pH 7.0
bulmustur.

Uygun calismalarinda pH galigmalarini 3.0 ile 9.0 arasinda yapmistir. Optimum pH serbest a-
amilaz enzim icin 6.0 , immobilize a-amilaz enzimi icin 7.0 i¢in bulmustur.

Kitosan-kil kompozit boncuklar igin optimum pH tek bir nokta olarak gorilmektedir. Oysa
kitosan-Fe3O,4 kompozit boncuklarda ise en yiksek aktivite pH 5.0 da goérlimesiyle birlikte pH
4.0 ile 9.0 arsindaki degerlerde de ylksek aktivite géstermektedir.

Bilindigi gibi poliiyonik matriksler optimum pH dederlerinde bir kaymaya yol acan enzim
mikrogevresi ile yigin fazi arasinda proton dagilimma neden olur (51). a-amilazin
immobilizasyonu sonucu asidik bdlgeye dogru 2.0 birimlik bir kayma meydana gelmistir. Bu
kayma matriksin yiktine baglidir ve bu caligmadaki asidik bodlgeye kayma Fe3zO, matriksinin
polikatyonik karakterinden kaynaklanmaktadir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9: Serbest ve Immobilize a-Amilazin Optimum pH’ larinin Belilenmesi

Kitosan-kil kompozit tasiyici Gizerine immobilize edilen a-amilaz (e)kitosan-Fe;0; kompozit

tasiyici Gzerine immobilize edilen a-amilaz (m), 50 mg immobilize enzim.

3.5 Serbest ve immobilize a-Amilazin Optimum Sicakliklarinin Belirlenmesi

Serbest ve immobilize a-amilazin optimum sicakligini belirlemede farkli sicaklik degerlerinde(4-
80° C) aktivite dlgimleri yapilmistir. Hesaplanan aktivite dlcimlerine gére optimum sicaklik
degerleri serbest enzim igin 37° C, kitosan-kil kompozit boncuklar Gzerine immobilize edilen a-
amilaz icin 50° C ve kitosan- Fe3O, kompozit boncuklar Gzerine immobilize edilen a-amilaz igin
60 © C olarak belirlendi. a- amilazin optimum sicakhgi immobilizasyon ile degistigi gérulda (S ekil
3.10).

Sener optimum sicaklik ¢calismasinda serbest a-amilaz igin 60° , immobilize a-amilaz igin 80° C
bulmustur.

Uygun calismalarinda serbest ve immobilize enzim igin 4-75 °C arasinda galismistir. Hem
serbest hemde immobilize a-amilaz enzimi i¢in optimum sicakligi 60° C bulmustur.

Bu sonuglar immobilizasyonun enzim kararliligini sicaklik degisimlerine karsi arttirdig ini

gostermektedir (49).
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Sekil 3.10: Serbest ve Immobilize a-Amilazin Optimum Sicakliklarinin Belilenmesi

serbest a-amilaz enzimi (A)kitosan-kil kompozit tasiyici Uzerine immobilize edilen a-amilaz
(e),kitosan-Fe304 kompozit tasiyici Uzerine immobilize edilen a-amilaz (m), 50 mg immobilize

enzim.

3.6 Stabilite Testleri

3.6.1 Serbest ve immobilize a-Amilazin pH Stabilitesi

Serbest ve immobilize a-amilazin pH stabilitesini belirleyebilmek i¢in pH 3.8-10 arasindaki
degisen pH’ larda 1 saat bekletildi ve sonrasinda optimum kosullarda aktivite él¢imleri yapildi.
Bu sonuclara goére serbest enzim pH 5.0-8.0 arasinda aktivite gosterirken kitosan- kil boncuklar
Uzerine immobilize edilen a- amilaz enzimi pH 3.8-10.0 arasinda aktivite gdstermektedir.
Kitosan-kil kompozit boncuklar tek nokta olan pH 7.0’ da stabilitelerini korurken; kitosan-FesO4
kompozit boncuklar ise pH 4.0 ile 9.0 arasinda stabilitelerini koruyabilmektedirler. Serbest a-
amilaz enzimi pH degerlerinden kolay etkilenmektedir, pH 3.8, 4.0 ,9.0 ve 10.0’da aktivitesini
tamamen kaybetmektedir. Kitosan-kil kompozit boncuklar pH 4.0 ve 9.0' da aktivitelerini
neredeyse tamamini kaybederken kitosan-Fe3O, kompozit boncuklar pH 7.0’ da %76,63 ve pH
9.0’ da % 80,28 aktivitesini korumaktadir (sekil3.11).
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Sekil 3.11: Serbest ve Inmobilize a-Amilazin pH Stabilitesi

serbest a-amilaz enzimi (A)kitosan-kil kompozit tasiyici (izerine immobilize edilen a-amilaz
(e),kitosan-Fe30O, kompozit tasiyici Uzerine immobilize edilen a-amilaz (m), 50 mg immobilize

enzim, farkli ph’ lerde 1 saat inkiibasyon)

3.6.2 Serbest ve immobilize a-Amilazin Termal Stabilitesi

Serbest ve immobilize a-amilazin 1sil kararlihgini belirlemek icin 4-80° C arasinda degisen
sicakliklarda serbest ve immobilize a- amilaz 1 saat bekletildi. Bu slirenin sonunda optimum
kosullarda aktivite Olgimi yapildi. Hesaplanan aktivite dlgimlerine gdre immobilize enzimin
yiksek sicakliklarda serbest enzime gére daha stabil oldugu gérildi. immobilizasyon islemi
ylUksek sicaklikta stabiliteyi arttirmaktadir. Sicaklik arttigi zaman serbest enzimin aktivitesi
dismektedir. 60° C’ de 1 saat sonunda tum aktivitesini yitirmektedir; kitosan-kil kompozit boncuk
Uzerine immobilize edilmis a-amilaz ise %50 aktivitesini korurken, kitosan-FezO, kompozit
boncuklar Gizerine immobilize edilmis a-amilaz % 20 aktivitesini korumaktadir. 80° C' de 1 saat
sonunda kitosan-FezO,4 tum aktivitesini kaybederken, kitosan-kil kompozit boncuklar % 20

aktivitesini korumaktadir (sekil 3.12).
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Sekil 3.12: Serbest ve immobilize a-Amilazin Sicaklik Stabilitesi

serbest a-amilaz enzimi (A)kitosan-kil kompozit tasiyici zerine immobilize edilen a-amilaz
(e),kitosan-Fe30, tasiyici Uzerine immobilize edilen a-amilaz (m), 50 mg immobilize enzim, farkli

sicakliklarda 1 saat inktbasyon.

3.6.3 Depolama Kararliligi

Serbest ve immobilize a-amilaz, - 18 ° C ,4° C ve 25 °C’ de 16 hafta boyunca uygun kosullarda
depolandi ve belirli araliklarla aktiviteleri dlgiildii. Immobilize enzimlerin serbest enzime gore
daha dayanikli oldugu goraldi. Ayrica kitosan-FezO4 immobilize enzimin kitosan-kil immobilize
enzimden daha dayaniklidir. Sicakliklara gére degerlendirme yapilacak olursa — 18° C de Kkil-
kitosan % 31,23, kitosan- Fe30,4 % 40,52, serbest enzim % 24,16 aktivitesini korumustur. + 4 °
C de kitosan-kil % 16,4, kitosan—Fe30,4 % 34,11, serbest enzim % 14,89 aktivitesini korumustur.
25° C de ise kitosan-kil % 1,1 , kitosan-Fe;O4 % 5,17 , serbest enzim ise % 1,01 aktivitesini

korumustur (sekil 3.13).
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Sekil 3.13: a) - 18° C,b) + 4° C c) 25° C’ de serbest a-amilaz enzimi (A ), kitosan-kil kompozit
boncuk (zerine immobilize edilmis a-amilaz (e) ve kitosan-FesO, kompozit boncuk (zerine
immobilize edilmis a-amilaz (m) enziminin depolama stabiliteleri, 50 mg immobilize enzim.

3.7 Serbest ve immobilize a-Amilazin Kinetik Parametrelerin Belirlenmesi

Doygunluk substrat (nisasta) konsantrasyonunu ve K, ile Vya degerlerini belirleyebilmek igin
0,01- 0,1 mM konsantrasyon araligi kullanilarak serbest ve immobilize a- amilaz enzimlerinin
aktiviteleri Olglimistir. Hesaplamalara gore serbest enzim igin Vs 4,5 pmol/dak, Ky, 0,016
mg/ml; kitosan- Kil igin  Vmax 2,4 pmol/dak, Ky 0,025 mg/ml kitosan- FezOy4 icin - Viax 4,0
pmol/dak, Kn 4,88x10°° mg/ml dir (Sekil 3.14 ve sekil 3.15).

Sener kinetik galismalarinda serbest a-amilaz enzimi icin Vpax 15x10° g/Lmin, Ky 1,19 g/L;
immobilize a-amilaz igin Vi 3,58x10'3 g/L min, Ky, 9,57 g/L bulunmustur.

Enzimler bir desteje immobilize edildiklerinde destedin dogasi, sistemin heterojenligi ve
substratin enzime ulas ilabilirligi gibi faktérler nedeniyle kinetigi farklilagir. Yapilan bu ¢alismada,
serbest ve immobilize a-amilazin Lineweaver-Burk grafikleri gizilmis ve serbest ve immobilize a-
amilazin Vmax degerleri bulunmustur. Serbest enzimin katalizledigi reaksiyonun maksimum
hizinin, immobilize enzimin katalizledigi reaksiyonun maksimum hizindan buylk olmasi
genellikle beklenen ve goézlenen bir durumdur (45). Vmax, enzimin timud substratina doygun
oldugundaki olasi en yiksek hizdir ve bu parametre immobilize enzimin gercek o6zelliklerini

yansitir fakat diflizyonel sinirlamalardan etkilenir (55).
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Km degeri bir enzimin substratina olan ilgisi olarak bilinir (56) ve immobilizasyondan sonra
genellikle Km’de bir artis beklenir. Ancak kitosan-FezO4 ¢alismasinda tersi bir durum yani Km
degerinde bir azalma goérulmektedir. Km degerindeki bu azalma substrat ve polimer materyali
arasindaki elektrostatik etkilesimlerden ve difiizyonel etkilerden kaynaklanmis olabilir. Bununla
beraber immobilizasyon sonunda enzimin ¢ boyutlu yapisinda meydana gelebilecek degisimler
de enzim aktivitesi Uzerine olumlu ydnde etki gosterip Km degerini azaltabilir (58)Kitosan-kil
kompozit boncuklarinin K, degerinin kitosan-Fe;O, kompozit boncuklarinkinden daha fazla

olmasi onun substratina ilgisinin daha fazla oldugunu gosterir.
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Sekil 3.14: Serbest a-amilazin ve kitosan-kil kompozit boncuklar Gizerine immobilize edilen a-
amilazin Lineweaver-Burk grafigi

serbest a-amilaz (A ),kitosan-kil kompozit boncuk Uzerine immobilize edilmis a-amilaz (e), 50
mg immobilize enzim
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Sekil 3.15: Kitosan-Fe3O, kompozit boncuklar Uzerine immobilize edilen a-amilazin
Lineweaver-Burk grafigi

Kitosan- Fe30,4 kompozit boncuklar tGzerine immobilize edilmis a-amilaz (m), 50 mg immobilize
enzim

3.8 Tekrar Kullanilabilirligi

immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilifigi, secilen tasiyicinin ya da metodun etkinligini
degerlendirmede olduk¢a o©Onemlidir. Ayrnica, tekrar kullanilabilirik ekonomik agidan ve
kararliligin korunmas 1 bakimindan immobilize enzimleri serbest enzimlerden daha avantajli kilar
(59).

immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilifigi calismasi 37 © C’ de gergeklestiriimistir. Kitosan- kil
kompozit boncuk igin 10 kez tekrar kullaniminin aktivite 6lgimi sonucunda boncuk Uzerine
immobilize edilen a- amilazin % 20 aktivitesini korudugu gézlenmistir. Kitosan- FesO, kompozit
boncuk i¢in 70 kez tekrar kullaniminin aktivite 6lgimu sonucunda boncuk Uzerine immobilize
edilen a- amilazin % 13,65 aktivitesini korudugu gézlenmistir (Sekil 3.16 ve sekil 3.17).

Uygun galismalarinda a-amilazin 10 déngi sonucunda % 24 aktivitesini kaybettigini gérmustir.
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Sekil 3.16: Kitosan-kil kompozit boncuk Uzerine immobilize edilen a-amilazin tekrar
kullanilabilirligi
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Sekil 3.17: Kitosan-Fe3;O4 kompozit boncuk Uzerine immobilize edilen a-amilazin tekrar

kullanilabilirligi
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3.9 Fiziksel Karakterizasyon

Bu calismada hazirlanan kitosan-kil, kitosan- Fe3O, kompozit tasiyicilarinin karakterizasyon

calismalan FTIR, TGA ve SEM analizleri ile yapildi.

3.9.1 Fourier Transform Infrared Spektroskoposi (FTIR) Analizi

Kizilétesi (IR) absorbsiyon spektroskopisi bir tir titresim spektroskopisidir. IR iginlari molek Gl iin
titresim  hareketleri tarafindan  sogurulmaktadir. Matematiksel Fourier doénusumu
spektroskopisinde isima siddeti, zamanin bir fonksiyonu olarak alinir. Her dalga boyunu ayri
ayn tarama gerekmeksizin hizli ve yuiksek ¢ézinurlkte spektrumlar elde edilebilir. Bu yontem
ile, molekller bag karakterizasyonu yapilarak kati, sivi, gaz veya ¢ozelti halindeki organik
bilesiklerin yapisindaki fonksiyonel gruplar, iki bilesigin ayni olup olmadigi, yapidaki baglarin
durumu, baglanma yerleri ve yapinin aromatik ya da alifatik olup olmadigi belirlenebilir. Ayrica
biyokimyasal olarak; karbonhidrat fosfolipit amino asit ve proteinlerin yapi analizlerinde
belirleyicidir (49).

FT-IR 6lcimleri sonucunda kitosan-Fe;04 kompozit boncuklarda pik 3187 cm™ NH titresimi,
1630 cm™ C = C titresimi, 1532 cm™ C — C titresimi, 1023 cm™ C — O titregimi, 600 cm™ Fe50,
den kaynaklanan pik gozlendi.

Glutaraldehit ile ¢apraz baglanmis kitosan- Fe3O, kompozit boncuklarda pik 3227 cm™ NH
titregimi, 1633 cm™ C = C titresimi,1538 cm™ C — C titresimi, 1025 cm™ C — O titresimi, Fe;0,
den kaynaklanan pik 551 cm™ ‘de g6zlendi.

Kitosan-kil kompozit boncuklar i¢in sonuglar; 3479 cm™ NH titresimi, 1660 cm®* C=C titregimi
goruldi.

Glutaraldehit ile gapraz baglanmis kitosan-kil kompozit boncuklarda; 3419 cm™ NH titresimi,
2924 cm™ C — H titresimi, 1673 cm™ C = C titresimi gorildi.
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Sekil 3.18: Kitosan-Fe3;04 kompozit boncuklarin FTIR analizi
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Sekil 3.19: Glutaraldehit ile gapraz bagli kitosan-Fe;0O4 kompozit boncuklarin FTIR analizi
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Sekil 3.21: Glutaraldehit ile ¢capraz baglanmis kitosan-kil boncuklarin FTIR analizi
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3.9.2 Termogravimetrik Analiz (TGA)

Termogravimetrik analizde boncuklarin isiya karsi dayanikliliklari élgtilmektedir. Analiz 6rnekte

sicakhgin etkisiyle ugradigi agirlik kayiplarini élgen hassas bir terazi kullanilir.
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Sekil 3.22: Kitosan-Fe3;0, kompozit boncuklarin TGA sonuglari
(a: kitosan-Fe3z04 kompozit boncuk, b: a-amilaz ile immobilize kitosan-FeszO4 kompozit boncuk,

c: GLA ile ¢capraz baglanmis kitosan-Fe3O, kompozit boncuk)

Manyetit nanopartikilleri makul stabiliteye sahip oldugu igin, GLA ile ¢apraz bagli ve a-amilaz ile
immobilize edilmis kompozit boncuklar ile karsilastirildiginda daha stabil olmasi beklenmektedir
(Namdeo et al., 2009). Bunu incelemek i¢in kitosan-Fe3O, kompozit boncuk ve gapraz bagl
kitosan-FesO, kompozit boncuk ile a-amilaz ile immobilize kompozit boncuklarin
termogravimetrik analizi yapildi. 30-227 °C arasinda agirlik kaybi kitosan-Fe3O, kompozit
boncuk i¢in % 50, GLA ile gapraz bagl kitosan-Fe3;O4icin % 35, a-amilaz ile immobilize kitosan-
Fe;04 kompozit boncuklar igin % 45’ tir.
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Sekil 3.23: Kitosan-kil kompozit boncuklarin TGA sonuglari
(a: Kitosan-kil kompozit boncuk, b: GLA ile gapraz baglanmis kitosan -kil kompozit boncuk, c: a-

amilaz ile immobilize edilmis kitosan-kil kompozit boncuk)

Kitosan-kil kompozit boncuklarin TGA incelemesi yapilinca iki basamakta gerceklestigi
gorulmektedir. Birinci basamak 30-230 ° C arasinda olmaktadir. Burada kitosan-kil kompozit
boncuklar % 20, GLA ile ¢apraz baglamis kitosan-kil kompozit boncuklar % 17, a-amilaz ile
immobilize kitosan-kil kompozit boncuklar % 20 kitle kaybina ugramigtir. ikinci basamakta 400-
500° C kitosan-kil kompozit boncuklar % 40, GLA ile ¢apraz baglamis kitosan-kil kompozit
boncuklar % 55, a-amilaz ile immobilize edilmis kitosan-kil kompozit boncuklar % 40 kiitle

kaybina ugramigtir

3.9.3 Taramal Elektron Mikroskobu (S EM)

SEM analizinde bulanik bir 6rnegdin ylzeyi ince bir elektron demeti ile taranir; 6rnek énceden bir
isik iletici film ile kaplanmistir ( buharlastirma ile). Demet 6rnede carptigi zaman ¢ikan ikincil
elektronlar (geri sagillan elektronlar) veya X-igini fotonlarinin (elektron mikroskopta)
toplanmasiyla olusan bir sinyal, bir televizyon tlptinde elektron demetinin siddetini diizeltmede

kullanilir ve mikroskop demetiyle senkronize bir tarama yapar. Bu sinyal érnege goére genis
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mesafelerde kigik oldugundan, géruntilerin derinligi biylktdr ve Ug¢ boyutlu bir gdriintl verirler.
Resolusyon siniri 100 A° dolay indadir (54).
SEM calismalan kitosan-kil ve kitosan-Fe3O4 kompozit boncuklarin genel morfolojisi ile ilgili bilgi

vermektedir.

Sekil 3.24: a) Kitosan-Fe3O, kompozit boncuk 100x blyitme b)  Kitosan-Fe3O, kompozit
boncuk 2500x buyitme c) Kitosan-Fe3O4 kompozit boncuk 25.000x blyutme

Sekil3.25: a) GLA ile gapraz bagl kitosan-Fes04 kompozit boncuk 100x biyitme b)GLA ile
capraz bagh kitosan-Fe3z0, kompozit boncuk 2500x blyitme c)GLA ile ¢apraz bagl kitosan-
Fe3;0,4 kompozit boncuk 25.000x biyutme

Kitosan-Fe3O, kompozit boncuklar GLA ile baglaninca boncuklarin boyutlar kuiglilmus,

sikilagsmislardir.
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Sekil 3.26: a) a-amilaz ile immobilize edilmis kitosan-Fe;O, kompozit boncuk 100x blyutme
b)a-amilaz ile immobilize edilmis kitosan-Fez04 kompozit boncuk 5000x biyltme c)a-amilaz ile
immobilize edilmis kitosan-Fe;0,4 kompozit boncuk 25.000x biyitme

Sekil 3.27: a) Kitosan-kil kompozit boncuk 100x buyutme b) Kitosan-kil kompozit boncuk 2500x
buyltme c) Kitosan-kil kompozit boncuk 25.000x biyitme
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Sekil 3.28: a) GLA ile gapraz bagh kitosan-kil kompozit boncuk 100x buylitme b) GLA ile ¢apraz
bagli kitosan-kil kompozit boncuk 2500x biyitme c) GLA ile ¢gapraz bagli kitosan-kil kompozit
boncuk 25.000x buyitme

Sekil 3.29: a) a-amilaz ile immobilize edilmis kitosan-kil kompozit boncuk 100x buyitme b)a-
amilaz ile immobilize edilmis kitosan-kil kompozit boncuk 2500x blyutme c)a-amilaz ile
immobilize edilmis kitosan-kil kompozit boncuk 25.000x buyitme

Sekil 3.30: Kitosan-Fe;04 kompozit boncuklar
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Sekil 3.33 : GLA ile gapraz bagl kitosan-kil kompozit boncuklar
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Cizelge 3.2: Yas boncuklarin boyutlari

Kompozit boncuk Kitosan-Kkil Kompozit | Kitosan-FezO4 kompozit
Boncuk boncuk
2,0 mm 1,86 mm

3.10 Genel Degerlendirme

Bu calismada kitosan- kil ve Fe3O,4 olmak Uzere iki farkli tagiyici kullanildi. Calismadan gikarilan
sonuclara gore kitosan-kil Gzerine immobilize edilmis a-amilazin GLA baglama suresi 1 saat,
kitosan-Fe3O,4 Uzerine immobilize edilmis a-amilaz i¢in 1,5 saat bulundu. Her iki kompozit
boncuk icin GLA konsantrasyonu %1 (V/v) bulundu. Kompozit boncuklari immobilize etmek igin
kullanilan a-amilaz konsantrasyonu kitosan-kil kompozit boncuk icin 3 mg/ml, kitosan-FezO,4
kompozit boncuk i¢in 2 mg/ml bulundu.a-Amilaz ile kompozit boncuklari immobilize etme siresi
kitosan-kil kompozit boncuklar i¢in 1 saat, kitosan-FesO, kompozit boncuklar igin 4 saat
bulundu. immobilizasyondan sonra immobilize a-amilazin optimum pH'1 asidik bélgeye dogru
2.0 pH birimi kaymigtir. Optimum sicaklik degeri 37° C' den kitosan-kil kompozit boncuk igin 50°
C, kitosan-Fe3;0,4 kompozit boncuk i¢in 60° C’ ye ¢ikmistir. Serbest a-amilaz enziminin K, degeri
kitosan-kil immobilize a-amilazin Km degerinden disik fakat immobilize kitosan-Fe;04 a-
amilazin Km degerinden yiksektir. Serbest a-amilaz i¢cin Vmax 4,5 pmol/dak dir ve bu deger
immobilizasyondan sonra kitosan-kil kompozit boncuk icin 2,4 pmol/dak ve kitosan-Fe3Oq4
kompozit boncuk i¢cin 4,0 umol/dak’ ya dismustir. Kitosan-kil kompozit boncuklarda tutulan a-
amilaz tekrar kullanilabilmektedir ve 10 déngiu sonunda baslangi¢c aktivitesinin % 20’ sini
korumaktadir. Kitosan-Fe3O,4 kompozit boncuklar 70 kullanim sonrasinda baslangi¢ aktivitesinin
% 13,65 ni korudugu gozlendi. Kitosan-kil kompozit bocuklarin boyutu 2,0 mm ve a-amilaz ile
immobilize edilmis kitosan-kil kompozit boncuklarin boyutu ise 3,25 mm bulundu. Kitosan -Fe3O,4
kompozit bocugun boyutu 1,86 mm ve a-amilaz ile immobilize edilmis kitosan-Fez;O, kompozit
boncuklarin boyutu 2,99 mm bulundu.Fe30,4 i¢cin manyetik alan hesaplamalari sonucu manyetik

duyarlilik élgimu (p) 5,5 B.M bulundu.
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