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OZET

Son yillarda manyetik nanopartikiillerin enzim immobilizasyonunda destek materyali
olarak kullanilmasina olan ilgi giderek artmaktadir. Bu calismada destek materyali olarak
birlikte ¢Oktiirme yontemiyle sentezlenen manyetit (Fe3O4) kullanilarak, seliilaz enzim
kompleksinin kovalent olarak immobilizasyonu gerceklestirilmistir. Sentezlenen manyetik
nanopartikiillerin iizeri silisyum ile kaplanarak manyetik nanopartikiillerin stabilizasyonu
saglanmistir (A-MNP). Yiizey modifikasyonu APTES ile yapilan manyetik nanopartikiiller
gluteraldehit ile aktiflestirilmis (G-MNP) ve ardindan seliilaz enzimi immobilize edilmistir
(E-MNP). MNP, A-MNP, G-MNP ve E-MNP’nin karakterizasyonu i¢cin SEM, EDX, FTIR
analizleri yapilmistir. Sentezlenen MNP’lerin ortalama boyutunun 200 nm oldugu
bulunmustur. Serbest ve immobilize selillaz enzimlerinin optimum aktivite gosterdigi
sicaklik 70 °C ve optimum pH degerleri serbest enzim i¢in 5 ve immobilize enzim i¢in 4,8
olarak belirlenmistir. Enzim sicaklik stabilitesinin belirlenmesi amaciyla, serbest ve
immobilize seliilaz enziminin 60 °C sicaklikta 5 saat boyunca yiiriitiilen sicaklik stabilite
calismalar1 sonucunda serbest ve immobilize seliillaz enziminin sirastyla % 29,9 ve % 38
oraninda aktivitesini korundugu belirlenmistir. Farkli substrat derisimlerinde Olgiilen

aktiviteler sonucu serbest selillaz enzimi i¢in K , V_ degerleri sirastyla 155,25 mg/ml,

2500 umol/ml.dk, immobilize seliilaz enzimi i¢in ise 23,64 mg/ml , 108,69 pmol/ml.dk
olarak CMC aktivite Ol¢limii ile 4. dongiliniin sonunda enzim aktivitesinin % 20 oraninda
korundugu belirlenmistir. Depolama stabilitesi ¢alismalar1 sonucunda kalan % bagil
aktivite oranlar1 serbest ve immobilize seliilaz enzimi i¢in sirasiyla % 73.3 ve % 91.2
olarak belirlenmistir. Fiziksel ve kimyasal on islem goren atik gazete kagitlarinin serbest
ve immobilize seliilaz enzimi ile 48 saat boyunca siiren enzimatik hidroliz islemi
sonucunda elde edilen % seker verimleri, serbest seliilaz enziminde, 0,25 g atik gazete
kagidi i¢in % 10,2 ve 0,5 g atik gazete kagidi icin % 8,19, immobilize seliilaz enziminde
ise 0,25 g atik gazete kagidi icin % 3,87 ve 0,5 g atik gazete kagidi icin % 3,27 olarak
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Selillaz, Manyetik Nanopartikiiller, Immobilizasyon, APTES,

Gluteraldehit.



SUMMARY

Immobilization of Cellulase Enzyme Complex to Magnetic Particles

In recent years there has been an increasing interest in the use of magnetic
nanoparticles as support material in enzyme immobilization. In this study, covalent
immobilization of cellulase enzyme complex was carried out by using magnetite (Fe304)
synthesized by co-precipitation method as support material. The synthesized magnetic
nanoparticles were coated with silane to stabilize the magnetic nanoparticles (A-MNP).
Surface modification The magnetic particles coated with APTES were activated with
glutaraldehyde (G-MNP) followed by cellulase enzyme immobilization (E-MNP). SEM,
EDX. FTIR analyzes were used for the characterization of MNP, A-MNP, G-MNP and E-
MNP. The approximate size of MNPs was found to be 200 nm. Maximum activity of free
and immobilized cellulase enzymes was determined at 70 °C. The optimum pH values
were 5 and 4,8 for immobilized enzyme, free enzyme, respectively. Residual enzyme
activity was determined as 29,9 % and 38 % for free and immobilized cellulase enzymes,
respectively, after 5 hours at 60 °C. The cellulase activities measured at different substrate
concentrations. Km, Vmax values were calculated as 155,25 mg/ml, 2500 umol/ml.dk and
23,64 mg/ml, 108,69 umol/ml.dk for free and immobilized cellulase enzyme, respectively.
To investigate the reusability of the immobilized cellulase enzyme, the CMC method was
used and it was determined that enzyme activity was maintained at 20% at the end of the
4th loop. The stability of free and immobilized cellulase enzymes was determined to be
73.3 % and 91.2 %, respectively, at the end of 20 days at 4 °C. The sugar yields obtained
by the enzymatic hydrolysis of the physically and chemically pretreated waste papers with
the free and immobilized cellulase enzyme for 48 hours. Glucose yields were found as 10,2
% for 0,25 g waste newspaper and 8,19 % for 0,5 g waste newspaper for free enzyme.
Glucose yields were found as 3,87 % for 0,25 g waste newspaper and 3,27 % for 0,5 g

waste newspaper in the immobilized cellulase enzyme.

Keywords: Cellulase, Magnetic Nanoparticles, Immobilization, APTES, Glutaraldehyde.
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1. GIRIS

1.1. Enzimler

Enzimler, kimyasal veya biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyebilen protein
yapisindaki biyomolekiillerdir. Enzimlerin segiciligini ve aktivitesini, protein yapisindaki
aminoasit dizilimi belirler. Enzimler ortam kosullarindaki (sicaklik veya pH gibi)
degisiklikler durumunda denatiire olarak protein yapisi degisebilir. Bu durumda katalitik
ozelliklerini de kaybederler ( Verger, 1997; Aptis, 2012).

Enzimlerin bir kismi yalnizca proteinden olusurken bazilari ise protein olmayan
kisimlart da igerir. Bu enzimlerde protein kismi “apoenzim”, protein olmayan kismu,
enzimden ayrilabiliyorsa “koenzim” ya da “kofaktdr”, sikica bagliysa “prostetik grup”
olarak adlandirilir. Koenzimler inorganik metal anyon veya katyonlar, organik molekiiller
ve vitamin tlirevlerinden olusur. Tek basina apoenzim katalitik aktiviteye sahip degildir.
Enzimin katalitik aktivite gosterme 6zelligini kazandiran koenzim, asil enzime gore daha
diistik aktiviteye sahiptir (Malkog, 2011).

Enzimlerin sayisal gosterimine dayali sistematik liste (EC numarasi), Uluslararasi
Biyokimya Birligi tarafindan belirlenmistir. Enzimlerin sistematik adlandirmasi iki
kistmdan olusur: Birinci kisim substratlar1 ve ikinci kisim ise katalize edilen reaksiyon
tiirlinii tanimlar. Bu yaklasima gore, tiim enzimler alti reaksiyon tiiriiniin birini katalize
eder. Enzimlerin smiflandirilmast kimyasal tepkime dogasina gore alti ana kategoriye
ayrilmistir (Carr ve ark., 1980; Yildiz, 2007):

1. Oksidorediiktazlar, substrat oksidasyonunu veya indirgenmesini katalize ederler.

2. Transferazlar, katalizor grubu transferini saglarlar.

3. Hidrolazlar, su ilavesi ile bag kirilmasini katalize ederler.

4. Liyazlar, aktif gruplarin substratlarindan ayrilmasini saglarlar.

5. Izomerazlar, intramolekiiler yeniden diizenlemeleri katalize ederler.

6. Ligazlar, kimyasal bag yaparak, iki molekiiliin birlesmesini saglarlar.



1.2. Seliilaz

Seliilazlar, seliilozdaki B-1,4 baglarini hidroliz ederek, sello-oligosakkarit, sellobiyoz
ve glikoz olusturan enzimlerdir. Seliillaz enzimleri mantarlar, bakteriler, protozoalar,
bitkiler ve hayvanlardan elde edilirler. Aminoasit dizileri ve kristal yapilar1 nedeniyle
seiilazlarin katalitik modiilleri gesitlilik gostermektedir (X. Z. Zhang ve ark., 2013).

Seliilaz iiretiminde kullanilan mikroorganizmalar; bazi anaerobik bakteriler (6rn;
Clostridium thermocellum), aerobik bakteriler ve mantarlar (7richoderma reesei,
Aspergillium niger)'dir. Genellikle endiistriyel selillaz enzimlerinin {iretimi igin,
Trichoderma reesei kullanilmistir. Trichoderma reesei tarafindan iiretilen toplam seliilazin
yaklagik %92'sinin endoglukanazlar ve sellobiohidrolazlardan olustugunu belirtilmektedir
(Zhang ve ark., 2004; Yavas, 2010).

Seliilaz enzimleri, endo-B-1,4-glukanaz (EC 3.2.1.4), B-glukozidaz (EC 3.2.1.21) ve
sellobiyohidrolazlar (ekzoglukanaz) (EC 3.2.1.91) olmak flizere ii¢ grupta incelenirler.
Endoglukanazlarin selillozu rastgele pargalamasi sonucunda oligosakkaritler olusurken,
sellobiyohidrolazlarin seliilozda bulunan B-1,4-D-glikozidik baglarimi kirmasi sonucu,
sellobiyoz olugmaktadir. B-glukozidazlar ise sellobiyozlar1 glikoza yikarak seliiloz

hidrolizini ger¢eklestirirler (Haliskaranfil, 2012).

Endoglukanaz

&-—\&- —

/ Y \
Sellobiyvoz “ — “ Ekzoglukanaz

d

Beta-Glukosidaz

Sekil 1.1. Seliilozun hidrolizi esnasinda seliilazlarin davramslari (Alftrén ve ark., 2013)



Sellobiyohidrolazlar seliillozun kristal ve amorf kisimlarini hidroliz edebilirken,
endoglukanazlar ise sadece amorf seliillozu hidroliz ederler (Laser ve ark., 2002; Yavas,
2010).

Hemiseliilazlar (ksilanaz EC 3.2.1.8) ise, (o-l-arabinofuranosidaz EC 3.2.1.55, a-
glukoronidaz EC 3.2) gibi hem B-1,4-ksilan hem de cesitli yan zincirleri parcalayan
enzimleri icerirler ( Shallom ve ark., 2003; Golan, 2011).

1.3. Enzim immobilizasyonu

Serbest hareket eden enzimlerin ¢dziicii iginde sabit hale getirilmesi kavrami 1916
yilinda ortaya ¢ikmustir. Invertaz, 1916 yiliin sonlarinda kdmiir ve aliiminyum hidroksit
gibi matrikslere immobilize edilen ilk enzimdir. Immobilize invertaz, serbest hali ile
benzer bir aktivite gostermis ve bu bulgu mevcut enzim immobilizasyon tekniklerinin
temelini olusturmustur. ( Fersht, 1999; Powers ve ark., 2006).

Immobilizasyon, tekrar kullanabilmeleri amaciyla enzimlerin, kimyasal ya da fiziksel
olarak bir destek maddesine tutturulmasidir. Bu islem sonrasinda enzimlerin katalitik
aktifliklerini kaybetmemesi istenir

Immobilize enzimlerin serbest enzimlere gore Ustlinliikleri arasinda ; filtrasyon,
santrifiijleme gibi islemlerle kolaylikla ortamdan uzaklagtirilabilmeleri, tekrar ve uzun siire
kullanilabilmeri, sicaklik ve pH gibi ¢evresel kosullara daha dayanikli olmalari, serbest
enzime oranla kararliliklarinin daha yiiksek olmasi, siirekli prosesler i¢in uygun olmasi gibi
ozellikler sayilabilir (Aksoy ve ark., 2003; Dogan, 2008).

Ayrica, immobilize enzimlerin immobilizasyon esnasinda enzim aktivitesinin
azalmasi ve enzim destek materyallerinin maliyetinin yiiksek olmasi ve diflizyon
sinirlamalart gibi bazi dezavantajlar1 da bulunmaktadir ( Durante ve ark., 2004; Dogan,
2008).

Immobilizasyon isleminde tasiyict destek madteeryalinin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri ¢ok 6nemlidir. Immobilize enzim proses tasariminda destek materyali uygun
se¢ilmelidir. Giinlimiizde immobilizasyon islemi i¢in kullanilan bazi destek maddeleri

Tablo 1.1°de gosterilmistir (Luckarift ve ark., 2004; Aptis, 2012).



Tablo 1.1. immobilizasyonda kullanilan destek materyalleri (Aptis, 2012)

Organik Destekler inorganik Destekler

Dogal Polimerler Sentetik Polimerler Dogal Mineraller

Polisakkaritler | Proteinler Polistiren | Diger Polimerler | Bentonit

Seliiloz Kollajen Poliakrilat Silika

Dekstran Albumin Polimetakrilat Islenmis Materyaller

Agar Poliakrilamid Cam (nonpordz ve kontrollii gozenekli)
Agaroz Vinil Metaller

Kitin Gozenekli metaloksitler

Aljinat

1.4. Enzim Immobilizasyon Yéntemleri

1.4.1. Kimyasal Yontemler

Tastyict baglama yontemi, enzimler i¢cin en eski immobilizasyon teknigidir. Bu
yontemde, tasiyiciya baglanan enzim miktar1 ve sonraki aktivitesi tasiyicinin yapisina
baghdir. Tasiyic1 se¢iminde, pargacik boyutu, yiizey alani, hidrofilik gruplarin hidrofobik
gruplara olan molar orani ve tastyicinin kimyasal bilesimi 6nemlidir.

Genel olarak, immobilize enzimdeki hidrofilik gruplarin oranindaki artis enzimin
yiiksek aktivite gostermesine neden olmaktadir. Enzim immobilizasyonu i¢in en yaygin
kullanima sahip tasiyicilar; polisakkarit tiirevleri, seliiloz, dekstran, agaroz ve
poliakrilamid jeldir (Cetin, 2007).

Kimyasal immobilizasyon yontemleri; kovalent baglanma, iyonik baglanma ve

capraz baglanma olarak {i¢ grupta incelenebilir.

Kovalent Baglama

Kovalent baglanma yontemi, yilizeydeki fonksiyonel gruplar ile enzimlere ait olan
aminoasitlerin fonksiyonel gruplar1 arasinda kovalent bag olusumuna dayanur.

Lizin amino gruplart (NH2), aspartik asidin veya glutamik asidin karboksil grubu
(CO2H), serin veya treoninin hidroksil grubu (OH) ve sisteinin siilfidril grubu (SH),
kovalent bag olusumunda rol oynamaktadir ve genellikle reaksiyon, amino ve karboksil
gruplar1 arasinda gergeklesmektedir. Kovalent baglanma kosullari, enzimlerin kararliligiyla

uyumlu olarak belirlenmelidir (Bickerstaft, 1997; Cinar, 2009).




Tablo 1.2. Enzim ve destek materyali arasindaki kovalent baglanma modelleri (Cetin, 2007)

Amid bagh form DESTEK--CO-NH—ENZIM
Diazotizasyon DESTEK --N=N—ENZIM
Alkilasyon ve Arilasyon DESTEK --CHx-NH- ENZIM
DESTEK --CH»-S—ENZIM
Amidasyon Reaksiyonu DESTEK --CNH-NH— ENZIM
Bifonksiyonel Ajanlara Tasiyic1 Baglanmasi DESTEK -O(CH2),N=CH(CH2);CH=N-ENZIM
Tiyol-Disiilfit Degisimi DESTEK --S-S— ENZIM
Schiff Baz1 Reaksiyonu DESTEK --CH=N— ENZIM

Kovalent baglanma prosediirlerinin ¢ogu, destek materyalinin aktiflestirilmesinin
ardindan enzimin baglanmas:t ile iki asamada ger¢eklesmektedir. Aktiflestirilmis
desteklerin kararsiz ve reaktif fonksiyonel gruplara sahip olmasi nedeniyle destek
aktiflestirme isleminden sonra enzim derhal immobilize edilmelidir (Bickerstaff, 1997,
Cinar, 2009). Aktiflestirme islemini gerceklestirmek icin, glutaraldehit, siyaniirik kloriir,

epiklorohidrin, karbodiimit gibi aktifleyici ajanlar kullaniimaktadir.

Aktiflestirme Enzim
B ——————

FTrrrnl

Destek Aktiflesmis Destek Enzim Bagh Destek

Sekil 1.2. Kovalent baglanma yonteminin sematik gosterimi (Dogan, 2008)

Iyonik Baglanma

Iyonik baglanma ydntemi, enzim proteinlerinin suda ¢dziinmeyen tasiyicilara iyonik
baglanmasina dayanir. Polisakkaritler ve iyon degisim merkezlerine sahip sentetik
polimerler genellikle destek materyali olarak kullanilirlar. Bir enzimin iyonik baglanma
yontemiyle destek materyaline baglanmasi kovelent baglanma yontemine gore daha 1liml
kosullar altinda gergeklestirilmektedir. Bu nedenle, iyonik baglanma ydntemi enzimin
konformasyonunda ve enzimin aktif bolgesinde daha az degisikliklere neden olmaktadir.
Boylelikle bu yontemde, immobilize enzimler daha yiiksek aktivite gosterirler.

Iyonik baglanmada yiiksek iyonik siddete sahip substrat soliisyonlarinda veya pH

degisimine bagli olarak tasiyicidan enzim sizintis1 ortaya ¢ikabilir. Bunun nedeni, enzim



proteinleri ve tasiyicilar arasindaki bagin kovalent baglamaya gore daha zayif olmasidir

(Cetin, 2007).

Capraz Baglama

Enzim proteinlerinin, ¢oziinmez bir destek matrisi lizerinde protein molekiillerine ya
da fonksiyonel gruplara ¢apraz baglanmasiyla gerceklestirili. Capraz baglanma
yonteminde tastyici destek materyali kullanilmamaktadir.

Capraz baglama reaksiyonlar1 sert kosullar altinda yiiriitiiliir. Bu kosullar enzimin
aktif merkezinin konformasyonunu degistirebilir ve bu nedenle enzim i¢in aktivite kaybina
yol acgabilir. Ayrica bu yontem pahali ve yiiksek immobilizasyon verimi i¢in yetersizdir
(Cetin, 2007). Capraz baglanmay1 gerceklestiren bifonksiyonel ajanlar, gluteraldehit,

dinitrobenzen ve diazobenzidin gibi maddelerdir (Cinar, 2009).

1.4.2. Fiziksel Yontemler

Adsorpsiyon

En basit immobilizasyon yontemi olan adsorpsiyonda, enzim ve destek materyali
arasindaki etkilesimler geri dontistimliidiir. Geri doniisiimli etkilesimler cogunlukla Van
der Waals kuvvetleri, iyonik baglanma, hidrojen baglar1 ve hidrofobik etkilesimlerdir
(Bickerstaff, 1997; Cinar, 2009). Bu yontem, ucuz olmasinin yani sira hizl gergeklesen bir
immobilizasyon teknigidir. Enzimin aktif bolgesi bozulmadan kalir ve enzim daha ytiksek
aktivite gosterir. Bununla birlikte, yontemin en Onemli dezavantaji destekten enzim
sizintisidir. Destek ile substratin, iiriiniin veya kirletici kalintilarin etkilesimi sebebiyle

spesifik olmayan baglanma s6z konusu olabilmektedir.

Hapsetme

Bu yontem, enzimin bir polimer kafes igerisinde tutulmasina dayanir. Diger
immobilizasyon yontemlerinden farkli olarak, hapsetme yonteminde polimer matriks ile
enzimin aktif bolgesi arasinda dogrudan bir baglanti olusturulmaz.

Suda ¢oziinmeyen bir enzim konjugati liretmek i¢in az miktarda enzime ihtiyag
duyulmaktadir ve ayrica bu yontemde enzim kimyasal modifikasyona ugramaz. Hapsetme

metodunun temel dezavantaji ise difiizyon sinirlamalaridir (Cinar, 2009).



Sekil 1.3. Hapsetme yOntemi ile immobilizasyonun sematik gosterimi (Cinar, 2009)

Etkili bir bariyer olmasi i¢in, matriksin gdzenekli yapida olmasi gerekmektedir. Bu
gozeneklerin boyutu, enzim kacgisini engelleyecek ayni zamanda substrat ve iiriin
diflizyonunu engellemeyecek biiytikliikte olmalidir ( Zaborsky ve ark., 1973; Yildiz, 2007).

Mikrokapsiil ile hapsetme yonteminde, enzim molekiillerinin boyutu kapsiillerin
gozenek boyutundan daha biiyiiktiir. Kiigiik substrat ve iiriin molekiilleri kapsiil igine

dagilabilirler ( Zaborsky ve ark., 1973; Yildiz, 2007).

Sekil 1.4. Mikrokapsiil ile immobilizasyonun sematik gésterimi (Cinar, 2009)

Klasik hapsetme yontemiyle karsilastirildiginda, birim enzim basina yiiksek yiizey
alan1 olusumu biiylik avantaj saglamaktadir. Ayrica enzimin 6zelliklerinde herhangi bir
degisiklik olmamaktadir ve enzim molekiilleri mikrokapsiil i¢indeki soliisyonda serbest

halde bulunmaktadir (Y1ildiz, 2007).
1.5. Nanoteknoloji
Nanoteknoloji, miithendislik, atomik ve molekiiler seviyede bilimin birlestirilmesiyle

elde edilen multidisipliner bir alan olarak tanimlanir. Nano seviyedeki maddelerin parcacik

boyutu 1-100 nm arasindadir. Nanoteknoloji, miithendislik, kimya, fizik bilimleri, eczacilik



ve teknoloji alaninda kullanilmaktadir ve 6niimiizdeki yillarda yasamimiza 6nemli katkilar

saglayacaktir (Drexler, 1992; Konyala, 2015).

1.5.1. Manyetik nanopartikiiller

Demir oksitler

Demir oksit nanopartikiillerin boyutlar1 yaklasik olarak 0.1 pm (100 nm) ile 0.001
pum (1 nm) arasinda degismektedir (http://www.astm.org/, 2009; Ozgen, 2009). Genis
yiizey alanlar1 goze ¢arpan 6zelliklerindendir. Biyolojik uygulamalarda, 6zelliklede in vivo
uygulamalar icin, biyouyumlu demir oksit manyetik nanopartikiiller (MNP) tercih
edilmektedir. Ayrica, in vitro uygulamalarda, biyouyumluluklarinin yanm sira, dokular,
hiicreler veya proteinler gibi biyomolekiillerin 6zelliklerini korumaya yardimei olabilirler.

Parcacik boyutunun azalmasiyla birlikte, MNP'lerin ylizey alani / hacim oram biiyiik
Olciide artmakta ve boylelikle nanopartikiillerin islevselligi de artmaktadir. Ayn1 maddenin
100 pm ¢apinda ve 100 nm boyutlari karsilastirildiginda, 100 nm nanopartikiillerin 10° kat
daha fazla yiizey alanina sahip oldugu goriilmektedir (Wen, 2011).

Oksitler, hidroksitler ve oksihidroksitler de dahil olmak {izere 16 demir oksit tiirii
vardir. Ancak bunlarin arasinda en Onemlileri hematit (a-Fe2Os3), manyetit (FesO4) ve

maghemit (y-Fe>O3) 'dir (Cornell ve ark., 2003; Baltaci, 2010).

Hematit

Hematit (a-Fe2O3), demir oksitler arasinda termodinamik olarak en kararli olanidir
ve kirmizi bir renge sahip bilinen en eski demir oksit tiiriidiir. Hematit, altigen birim
hiicresine sahiptir, ancak rhombohedral sistemde de smiflandirilabilir. Ayrica hematit,

antiferromanyetik bir malzemedir (Cornell ve ark., 2003; Baltaci, 2010).

Manyetit

Manyetit (FesOs), siyah renkli en yaygin demir oksit malzemedir ve yiiksek
miknatislanma gosterir. Ters spinel tipi yapiya sahiptir. Yiizey merkezli kiibik birim hiicre
pozisyonlarinda 32 Oksijen iyonu vardir. Manyetitin yapist diger demir oksitlerden
olduk¢a farklidir. Formiiliinde iki degerli (Fe™) ve ii¢ degerli (Fe™) demir bulunur

(Srivastava ve ark., 2009; Baltaci, 2010).



Manyetit ferrimanyetik bir malzemedir ve Curie sicakligi 850 K civarindadir.
Manyetitte, elektronlar bir yone yoneldiginde metal gibi ve diger yonde
yonlendirdiklerinde yalitkan gibi davranmaktadir. Bu manyetitin yar1 metalik davranigidir.
Bu 6zelliginden dolay1 manyetik direng cihazlari i¢in kullanilmasi istenen bir malzemedir.
Yar1 metalik 6zelliginin yani sira, yliksek polarite bir diger onemli Ozelligidir ve bu
nedenle, ultra yiiksek yogunluklu manyetik depolama ortami gerektiren islemlerde
kullanilabilirler. Manyetit ayn1 zamanda siyah demir oksit, manyetik demir cevheri, yiik
tagi, demir ferrit veya herkiil tasi olarak bilinen manyetik demir oksit nanopartikiildiir.
Gecis metali oksitleri arasinda en giicli manyetizmaya sahiptir (Zhang ve ark., 2005;
Baltaci, 2010).

Manyetit, manyetik ve elektriksel 6zelliklerinden dolayi, endiistriyel proseslerde,
cevresel uygulamalarda (metal iyonu uzaklastirma ve manyetik filtrasyon i¢in) ve ayrica
tibbi uygulamalar igin yaygin olarak kullanilan bir {iriindiir (Cabrera ve ark., 2008; Ozgen,

2009).

Maghemit

Maghemit (y-Fe2Os3), kirmiz1 kahverengi renge sahip bir diger dnemli demir oksit
tiriidiir. Maghemit oda sicaklifinda ferromanyetik bir malzemedir, ancak partikiillerin
boyutu ~ 10 nm'den daha diisiik oldugunda siiperparamanyetik 6zellik gosterir. Maghemit,
370-600 °C sicaklik araliginda daha kararli hematit fazina doniisii. Maghemit
nanopartikiillerin manyetik 6zellikleri, yiizey ara yiiz etkilerinden etkilenir. Pargaciklarin
yiizey alam1 azaldiginda miknatislanma degeri de diiser. Boyut, i¢ yap1 bozuklugu,
maghemitin manyetik Ozelliklerini etkiler. Maghemit nanopartikiilleri, ilag hedefleme,
molekiiler biyoloji, DNA saflastirmasi, hiicre ayristirma, hipertermi ve manyetik rezonans
gorlintiileme gibi biyomedikal uygulamalarda kullanilmaktadir (Cornell ve ark., 2003;
Baltaci, 2010).

1.5.2. Demir Oksit Nanopartikiillerin Manyetik Ozellikleri
Demir atomu gii¢lii bir manyetik momente sahiptir. Bunun nedeni, orbitallerinde

bulunan eslesmeyen dort elektrondan kaynaklanmaktadir. Demir oksit manyetizma

kosullarinin ayrintilar1 Sekil 1.5’de gosterilmistir.
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Sekil 1.5. Manyetik dipollerin farkli yonelimleri: (a) paramanyetik, (b) ferromanyetik, (c)
antiferromanyetik ve (d) ferrimanyetik (Ozgen, 2009)

Paramanyetizma

Paramanyetik partikiillerin kalict dipol momentleri vardir. Eger boyle bir malzemeye
bir manyetik alan uygulanirsa, dipol momentlerin bazilar1 hizalanmaktadir. Manyetik alana
sahip olmalarma karsin, rastgele 1sil hareket nedeniyle dipol momentlerin tamaminin

hizalanmasi 6nlenmektedir (Sugimoto, 2001; Li, 2007).

Ferromanyetizma

Ferromanyetik partikiillerdeki eslesmeyen elektronlarin ayn1 anda spontan olarak
hizalanmasiyla olusurlar. Bu maddeler, manyetik alan olmaksizin miknatislanma
sergilemektedir. Ferromanyetik partikiiller alandan ¢ikarilinca, miknatislama 6zelligi kalict

olmaktadir (Li, 2007).

Ferrimanyetizma

Ferrimanyetizma genellikle seramik malzemelerde goriiliir ve ferromanyetizma ile
benzerdir ancak net momentlerin kaynagi farklidir. Tipki antiferromanyetik malzemeler
gibi, ferrimanyetik malzemeler de ayni antiparalel manyetik moment hizalanmasina

sahiptir, ancak manyetik momentlerin biiyiikliigii esit degildir (Song, 2005; Baltaci, 2010).

Antiferromanyetizma

Antiparalel manyetik momentler ayni1 biiyiikliikte ise, partikiil antiferromanyetik
olarak adlandirilir ve net manyetik moment gostermez. Komsu atomlarin veya iyonlarin
spin momentleri karsit olarak hizalandiginda antiferromanyetizma olusur. Bu
malzemelerde antiparalel bir hizalanma vardir. Manyetik momentler birbirini iptal eder ve

net olarak sifir miknatislanma ile sonuglanir (Vidal ve ark., 2006; Ozgen, 2009).
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Siiperparamanyetizma

Siiperparamanyetik bir materyal, tek alanli manyetik bir materyaldir. 20 nm'den
kiiciik boyutu olan demir oksit nanopartikiilleri genellikle oda sicaklifinda
siiperparamanyetik davranis gosterirler (Cornell ve ark., 2003; Ozgen, 2009).

Siiperparamanyetik nanopartikiiller, manyetik uygulamalar i¢in ¢ok Snemlidir. Bu
partikiiller diisiik manyetik alana sahip miknatislara iyi derecede yanmit vermektedir.
Paramanyetik malzemeler Curie sicakliginin altindaki sicakliklarda siiperparamanyetizma
sergiler. Siiperparamanyetik malzemeler 10 nm'nin altindaki ¢ok kiigiik kristallerden
olusur. Kristalit boyutu ¢ok kiiciikk oldugundan, termal enerji baglanma kuvvetlerini
asmakta ve miknatislanma yoOniinii degistirmektedir. Miknatislanma  yoniinde
dalgalanmalar oldugunda, ortalama manyetik alan sifira diiser. Bu davranis, paramanyetik
materyallerde de goriilmektedir, ancak siiperparamanyetik partikiillerde biitliin kristaller,
her bir atomun bagimsiz davranisindan dolay1 uygulanan manyetik alan ile hizalanmaktadir

(Cornell ve ark., 2003; Li, 2007).

1.5.3. Nanopartikiil Sentez Yontemleri

Birlikte Coktiirme

Birlikte ¢oktiirme, kolay islem prosediirii, kisa reaksiyon siiresi ve ilimli reaksiyon
kosullar1 nedeniyle demir oksit MNP'lerin sentezi i¢in basit bir yontemdir. Genel olarak,
Fe"3 ve Fe™ iyonlar1 reaktore ilave edilir ve ardindan tepkime i¢in OH grubu
saglayabilecek bir baz eklenir. Demir oksitin doygunluga ulagmasi, kimyasal reaksiyona
bagli olarak gerceklesir. Surfaktan veya diger partikiil stabilizoriiniin eklenmesiyle,
partikiillerin boyutu biliylimeden nano aralikta kontrol edilebilir (Schwertmann ve ark.,
2003; Wen, 2011).

Bununla birlikte, sistemde oksijen varliginda Fe3Os, Fe(OH)s'e oksitlenir. Genel
olarak, reaksiyon sisteminde azot veya argon gazi ile inert ortami saglanarak Fe;O4'lin daha
fazla oksidasyonu onlenmis olur. Ayrica, nanopartikiil boyutunun inert olmayan sistemle

karsilastirildiginda daha kiiciik olur (Gupta ve ark., 2004; Wen, 2011).
Termal Bozunma

Termal bozunma, kontrollii biiyiiklikte MNP sentezinde 1iyi performans

gostermektedir. Reaksiyon baslatict maddeler, genellikle organometalik bilesiklerdir. Bu
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maddeler, yilizey aktif maddeler iceren yiiksek kaynama noktali organik ¢oziiciilere ilave
edilmektedir (Redl ve ark., 2004; Wen, 2011). Manyetik nanopartikiillerin olusumu, yiiksek
reaksiyon sicakliginda ayrisma ile es zamanli gergeklesir ve bu islem, reaksiyon siiresi,

sicaklik ve surfaktan molekiiliiniin karakteristik uzunlugundan etkilenmektedir.

Mikroemiilsiyon Yontemi

Mikroemiilsiyon yontemi {iizerine aragtirmalar son yillarda dikkat c¢ekmektedir.
Mikroemiilsiyonlar, yag i¢inde su seklinde tanimlanirlar. Yag i¢inde su emiilsiyonunda,
nanopartikiiller surfaktanlarla (ylizey aktif madde) ¢oktiiriilmektedir.

Yéntemin avantajlari; kiigiik boyutlu ve diizgiin partikiillerin olusmasidir. Istenen
reaktifleri igeren iki 6zdes yag icinde su mikroemiilsiyonu karistiginda, mikro damlaciklar
stirekli olarak carpisir, birlesir ve tekrar ayrilir. Sonug olarak misellerde bir ¢okelti olusur.
Son olarak, aseton veya etanol gibi bir solvent ilave edilerek mikroemiilsiyondaki yeni
olusan ¢okelti, karisimdan siiziilerek veya santrifiij edilerek ayrilir (Gupta ve ark., 2004;
Wen, 2011).

Son zamanlarda mikroemiilsiyon ile misel terimi birbirinin yerine kullanilmaktadir.
Aradaki fark misel agregatlarinin boyutlari 1-10 nm ¢apinda, mikroemiilsiyonlar ise 10-

100 nm ¢apinda olmasidir.

Hidrotermal sentez

Sivi-kat1 c¢ozelti reaksiyonuyla nanopartikiill sentezi icin hidrotermal yontem
kullanilir. Hidrotermal reaksiyonlarda nanopartikiillerin boyutu ve morfolojisi, zaman ve
sicaklik kontrol edilebilir. Partikiil boyutu yaklasik 9-12 nm arasinda degismektedir
(Makovec ve ark.,1999; Saglam, 2014).

Sol-jel Yontemi

Sol-jel yontemi, diger yontemlere kiyasla birgok avantaja sahiptir. Yiiksek saflik ve
iyl derece homojenlik en belirgin iki 6zelligidir. Bu yontemde genellikle, demir oksit
metalorganik reaksiyon baslaticilart kullanilir. Ancak bu yontemde, MNP sentezi karmasik
bir prosediirle gerceklesir. Ayrica, pahali, toksik reaktifler kullanilmaktadir ve bu yontem
biiyiik 6l¢ekli tiretimde uygulanamamaktadir. (Xu ve ark., 2007; Wen, 2011).

Tablo 1.3’de reaksiyon parametrelerine, boyut dagilimina, sekil kontroliine ve

miknatislanma degerine gore farkli yontemlerin karsilastirilmasi gosterilmektedir.
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Tablo 1.3. Manyetik Nanopartikiil Sentez Yontemlerinin Kiyaslanmasi (Gupta ve ark., 2005; Wen, 2011)

Birlikte Termal Hidrotermal Sol-jel
Yontem Mikroemiilsiyon

Coktiirme Bozunma Sentez yontemi
Basing Normal Normal Normal Yiiksek Normal
Sicaklik (°C) 20-90 100-320 20-50 160-300 40-400
Reaksiyon Siiresi Dakikalar ~ Saatler-Giinler ~ Saatler Saatler Saatler
Boyut Dagilimi Biiyiik Cok Kiigiik Kiiciik Cok Kiigiik Biiyiik
Sekil Kontrolii Kotii Cok lyi Iyi Cok lyi Cok lyi
Magnetizasyon

20-50 20-60 >30 10-30 10-40
(emu/g)
Tamamlama Cok Kolay Karmagik Karmagik Kolay Kolay
Verim Yiksek Yiksek Diisiik Orta Orta

*(emu/g= manyetik siddet.manyetik alan/g)

Yukaridaki tablodan da goriilebilecegi gibi, kovalent ¢Oktiirme yontemi, boyut
dagilimi ve sekil kontrolii olmadigi durumlarda yiiksek verimle demir oksit manyetik
nanopartikiilleri sentezlemenin en kolay yoludur. Mikroemiilsiyon yonteminin ise genel

performans olarak umut verici bir yontem olabildigi goriilmektedir.

1.5.4. Manyetik Nanopartikiillerde Yiizey Modifikasyon Yontemleri

Demir oksit MNP'lerin stabilizasyon prosediirii MNP sentezi sonrasinda 6nemli bir
asamadir. Demir oksidin yiizeyi hidrofobiktir ve ylizey modifiye edilmediginde,
nanopartikiiller kolayca agregatlasacak veya oksijen ve diger reaktiflerce okside olacaktir.
Uygun kaplama yontemiyle demir oksit manyetik nanoparikiillerin yiizeyi modifiye edilir

ve stabilizasyonu saglanmig olur (Wen, 2011).

Organik Maddelerle Kaplama Yontemi
Organik kaplama, demir oksit MNP’leri stabilize etmek i¢in siklikla kullanilan bir
yontemdir. Iyi biyouyumluluk ve kararlilik gdsterir. Yiizey aktif maddeler veya polimerler,

MNP yiizeyinde fiziksel olarak adsorbe edilebilir veya kimyasal olarak baglanabilirler.
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Boylece ¢ozelti i¢indeki nanopartikiillerin dengelenmesi igin sterik itici giigler iireten tek

veya ¢ift katmanlar olusturulur (Shen ve ark., 1999; Wen, 2011).

Polimer Kaplama

Demir oksit manyetik nanopartikiillerin stabilizasyonu veya fonksiyonellestirilmesi
icin birgok polimer kullanilabilir. Jelatin, dekstran, kitosan ve pullulan gibi dogal
polimerler bu partikiiller i¢cin kararli bir yap1 gosterirler. Ayrica, demir oksit MNP'lerin
yiizey modifikasyonu i¢in PEG, PVP, PVA gibi sentetik polimerler de kullanilmaktadir (A.
K. Gupta ve ark., 2004; Wen, 2011). Yiizey modifikasyonu polimer ile yapilan partikiiller,
genellikle diger kaplama malzemeleriyle modifiye edilen partikiiller ile karsilastirildiginda
daha iyi biyouyumluluk gosterirler. Yontemin dezavantaji ise; polimer kaplamasiyla, demir

oksit MNP'lerin manyetizma degerinin diismesine neden olabilmesidir.

Anorganik Kaplama Yontemi

Silika Kaplama

Silika, demir oksit manyetik nanopartikiillerin stabilizasyonu i¢in iyi performansa
sahip bir maddedir. Ik olarak, manyetik ¢ekirdek ile sivi ortam arasindaki direk temasi
onleyerek istenmeyen etkilesimi onler. Ikinci olarak, maghemit partikiillerinin sentezinde,
termal dontisiime karsi maghemit parcaciklarini 1000 °C sicakliga kadar stabilize edebilen
bir anti-sinterleme ajan1 olarak islev gorebilir. Silika kabuklar {izerindeki negatif yiiklerden
dolayi, silika kaplanmis manyetik nanopartikiiller diger yiizey aktif maddelere gerek
olmadan su igerisinde tekrar dagilabilir 6zelliktedir (Chanéac ve ark., 1996; Wen, 2011).

1.5.5. Nanopartikiillerin Destek Materyali Olarak Enzim immobilizasyonunda

Kullanilmasi

Manyetik  nanopartikiiller ile enzim arasindaki  biyouyumluluk, enzim
immobilizasyonunun 6n sartidir. Geleneksel desteklerle karsilastirildiginda, manyetik
nanopartikiillerin yiiksek yiizey alanlari, enzim baglanma kapasitesinin sinirli olmasi
problemini ortadan kaldirmaktadir. Manyetik nanopartikiillerin fonksiyonelligi, enzimlerin
cok yoOnlii baglanmasimi saglamaktadir. Kii¢iik boyutlu partikiillerin dagiliminin yiiksek

olmas1 nedeniyle substratlarin ve iriinlerin kiitle transferi kisitlamalar1 en aza
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indirilmektedir. Ayrica, MNP’ler ile harici manyetik alan uygulanarak immobilize

enzimlerin kolaylikla ayrilmasini saglayabilmektedirler (Wen, 2011).

1.6. Lignoseliilozik Kaynaklar

Lignoseliilozik dogal kaynaklarin temel bilesenleri seliiloz, hemiseliilozlar, ligninler,
Oziitlenebilir maddeler ve inorganiklerdir. Dogada seliiloz; cesitli nisasta, pektin ve
hemiseliiloz gibi polisakkaritlere bagli olarak bulunur. Hemiseliilozlar ise galaktoz,
mannoz, ksiloz, arabinoz ve diger sekerlerle; {ronik asitlerin polimerleri ve
heteropolimerlerini icerirler (Yang ve ark., 2008; Haykir, 2013).

Seliiloz, yeryiiziinde en bol bulunan organik polimerdir. Birbirlerine -1,4 glikozidik
baglarla baglanan glikoz monomerlerinden olusmaktadir (Yang ve ark., 2008; Haykur,
2013).

Hemiseliiloz, seliillozun yapisini olusturan glikoz alt birimlerine kiyasla farkli alt
birimlerden ve dallanmis zincirlerden olusur. Seliilloz ve hemiseliiloz arasindaki bir diger
onemli yapisal fark hemiseliillozun tamamen amorf bir polimer olmasidir. Glikoz, mannoz,
galaktoz ve alt1 karbonlu sekerlere sahip olmakla birlikte ksiloz ve arabinozda dahil olmak
tizere bes karbonlu sekerlerden olusur.

Ksilan degradasyonu esas olarak sirasiyla ksiloligosakkaritler ve ksilobioz uglarindan
ksilozu parcalayan endoksilanaz ve B-ksilosidaz tarafindan saglanir. Amorf yapisindan
dolay1r hemiseliilozun ayrigsmasi seliiloza kiyasla daha kolaydir (Hendriks ve ark., 2009;
Haykir, 2013).

Selilloz ve hemiseliilozla karsilastirildiginda lignin tamamen farkli bir yapiya
sahiptir. Birka¢ ana karbon-karbon ve eter bagindan olusan fenilpropanoid birimlerden
olusan ii¢ boyutlu ve karmasik bir polimerdir.

Amorf olmasina ragmen hemiseliiloz gibi kolayca parcalanmaz. Seliilloz-hemiseliiloz
matrisinin i¢ine yerlestirilen lignin saglamlig1 saglayarak biyokiitle yapisinda 6énemli bir
rol oynamaktadir. Biyokiitlenin enzimatik erisilebilirligini  smrlar  ve bdylece
lignoseliilozik biyokiitlenin hidrolizinin yetersiz seker verimi ile sonuglanmasina neden
olur. Parcalanmasi, 6zellikle alkali ajanlar varliginda ¢esitli 6n muamele kosullar1 altinda
miimkiindiir (Yavas, 2010). Sekil 1.6.'da lignoseliilozik kaynaklara ait bilesenlerin sematik

gosterimi bulunmaktadir.
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SELULOZ

LiGNIN

SELULOZ DEMETI

Sekil 1.6. Lignoseliilozik kaynaklara ait bilesenlerin sematik gosterimi (Kiitiik, 2015)

1.7. Lignoseliilozik Biyokiitle icin On Islem Yontemleri

Lignoseliilozik biyokiitlenin enzimatik hidrolizden 6nce enzimlere kars1 daha duyarh
hale getirmek igin 6n islem yontemlerinin uygulanmasi gerekmektedir. On islem
yontemleri yardimiyla, selilloz, hemiselilloz ve lignin gibi ana bilesenlerin
¢Oziiniirlestirilmesi veya ayrilmasi saglanir. Seliiloz hidrolizinde, ligninin ve hemiseliillozun
uzaklastirilmasi, hidroliz etkinligini arttirmak icin ¢ok 6nemlidir. ideal 6n islem yontemi
seltiloz-hemiseliiloz matrisini basariyla ¢ozmeli, seliilozun kristal yapisini azaltarak amorf
seliloz miktarim1 arttirmali, lignoseliilloz yapidan lignini uzaklagtirmali ve enzim
erigilebilirligini saglamak i¢in biyokiitlenin gozenekliligini arttirmalidir. Ayrica, 6n
muamele sirasinda hidroksimetilfurfural (HMF) gibi inhibitorlerin olusumu onlemelidir
(Menon ve ark., 2012; Kogan, 2015). Sekil 1.7.'de 6n islemin biyokiitle bilesenleri

tizerindeki etkisi gosterilmektedir.

On muamelenin etkisi

Seliiloz

-
-
On - =
Amorf AIuamele -
Bolge —tIell . - -
-
Kristalin J?
Bolge / -
- -

Hemiseliiloz

Sekil 1.7. On islemin biyokiitle bilesenleri {izerindeki etkisi (Kiitiik, 2015)
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1.7.1. Fiziksel On islemler

Partikiil boyutunu diistirme, fiziksel bir 6n islem yontemi olarak siniflandirilabilir.
Lignoseliilozik biyokiitleyi degerli {iriinlere doniistirmek icin 6nemli bir adimdir.
Lignoseliilozik biyokiitlenin biiyiik bir kism1 6glitme gibi mekanik boyut rediiksiyonu
gerektirir. Pargacik boyutundaki azalma, kristalinite derecesini diislirdiigli ve kiitle
transferini artirdigi icin hidroliz etkinligini de arttirir. Ayrica, seliiloz ve enzimler
arasindaki afinite, par¢acik boyutunun disiiriilmesi yardimiyla gelistirilebilir ( Yeh ve ark.,

2010; Kogan, 2015).

1.7.2. Kimyasal On islemler

Kimyasal 6n islem yoOntemleri, lignoseliilozik biyokiitlenin degerli iiriinlere
dontistiiriilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Kimyasal 6n islem yontemlerinin ana
amaci, lignin ve/veya hemiseliillozun uzaklastirilmasi ve seliilozun kristallesme derecesinin
disiirilmesidir. En iyi bilinen kimyasal 6n islem yontemleri asit ve alkali 6n islem
yontemleridir. Asidik 6n islem seyreltik asit veya konsantre asit kullanilarak yapilabilir.

Alkali on islem, seyreltik veya konsantre baz kullanilarak yapilabilir. Sodyum
hidroksit ve kalsiyum hidroksit alkali 6n islemlerde kullanilan yaygin bazlardir. Sodyum
hidroksidin lignoseliilozik biyokiitlede lignin yapisin1 bozabildigi, hemiseliiloz ve seliiloza

enzimlerin erisilebilirligini arttirdig1 gosterilmistir (Menon ve ark., 2012; Kogan, 2015).

Asidik On Islem

Asidik 6n islem, endiistride lignoseliilozik biyokiitlenin 6n islemi i¢in en yaygin
kullanilan yontem olarak bilinmektedir. Potansiyel inhibitorlerin olusumunu en aza
indirgemek i¢in stlflirik asit, hidroklorik asit ve nitrik asit gibi seyreltik asitler
kullanilmaktadir. 100-200 °C arasinda degisen sicakliklarda ve kisa siirede biyokiitlenin
seyreltik asitlerle etkilesmesiyle gerceklestirilir. Fermente edilebilir seker olusumu igin
olumlu olmasina ragmen seyreltik asit 6n isleminin lignin {izerinde daha az etkili oldugu,
bunun sadece ligninin dagitilmasiyla sonuglandigi belirtilmektedir (Sanchez ve ark., 2008;
Haykir, 2013).

Asidik 6n islemde amag, hemiseliilozun ¢oziiniir hale getirilmesi, bdylece seliilozun

daha erisilebilir olmasini saglamaktir. Coziiniir hemiseliilozlar (oligomerler), asitli
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ortamlarda monomerler, furfural, HMF ve diger (ugucu) iirlinleri treten hidrolitik
reaksiyonlara tabi tutulabilir. Asidik 6n islem sirasinda nitrik asit (HNO3) ilavesinin
gazetede ligninin ¢oziiniirliigl tizerinde muazzam bir etkisi oldugu belirtilmektedir (Fengel

ve ark., 1983; Tozluoglu, 2012).

Alkali On Islem

Biyokiitle tlizerinde alkali 6n islemin baslica etkisi ligninin uzaklastirilmasidir. Bu
amagla, sodyum hidroksit, kalsiyum hidroksit (Sonmiis kire¢) ve hidrojen peroksit gibi
cesitli alkali ajanlar kullanilmistir (Sanchez ve ark., 2008). Ayrica alkali reaktiflerin ytliksek
konsantrasyonlarda kullanilmast durumunda seliillozun kristal yapisin1 azalttigt
gosterilmistir.

Seyreltik asit On isleminin aksine alkali 6n islemde daha az korozif etki
gbzlemlenmistir. Bununla birlikte 6n islemi takiben 6n isleme tabi tutulan biyokiitlenin
notralizasyonu veya yikanmasi onemlidir, ¢iinkii biyokiitle 6n islem esnasinda 6nemli
miktarda alkali tiiketir (Hendriks ve ark., 2009). Bu islem nedeniyle proses maliyetleri
artmakta ve yiiksek miktarlarda atik su iiretilebilmektedir.

Diisiik sicaklikta alkali 6n islemiyle (25-50 °C) lignin giderilmesinin en az % 60
oraninda saglandigr belirtilmistir. Diislik sicakliktaki alkali 6n iglem, yiiksek sicakliktaki
alkali 6n islemine kiyasla ¢ok daha yiiksek sodyum hidroksit konsantrasyonlarinda (0.5-5
M) ve daha uzun siire (24 saate kadar) yiritilmistiir. Selilozun kristal yapisinin
bozulmasi icin yaklasik 5 M degerinde sodyum hidroksit konsantrasyonlarmin kullanilmasi
yararli olmustur. 2 saat boyunca 50 °C sicaklikta 2.5 M NaOH ile alkali 6n islemine maruz
birakilan tatli sorgum kiispesinin enzimatik hidrolizinden 24 saat i¢inde neredeyse %100
glikoz verimi elde edilmistir. Sonmiis kire¢ (kalsiyum hidroksit) 6n islemi, NaOH 6n
muamelesinden daha ucuz ve daha giivenilir olma avantajina sahiptir. Ek olarak, kalsiyum
karbonat formundaki kalsiyumun 6n islemin sonunda geri kazanilmasi islemin diger bir

avantajidir (Hendriks ve ark., 2009; Tozluoglu, 2012).

1.8. Enzimatik Hidroliz

Lignoseliilozik biyokiitle i¢in gerekli 6n islem yontemlerini uyguladiktan sonra, daha

sonraki fermentasyon basamagi icin monomer sekerlerin serbest birakilmasi amaciyla
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hidroliz gergeklestirilir. Bu nedenle spesifik hidrolitik enzimler, polimeri monomerlerine
indirgemek i¢in kullanilir.

Lignoseliilozik biyokiitlenin enzimatik hidrolizini etkileyen baslica faktorler, substrat
miktari, enzim miktari, sicaklik, pH gibi operasyonel kosullardir. Substrat miktari,
enzimatik hidrolizle agiga ¢ikan seker miktarimi belirler. Substrat miktar1 ne kadar yliksek
olursa, fermente edilebilir sekerlerin konsantrasyonu o kadar yiiksek olur. Bununla birlikte,
yiiksek substrat kullanimi, enzimatik hidroliz sirasinda kiitle transferi sinirlamalari ve
yiiksek son {irlin inhibitér konsantrasyonunun varligima neden olabilmektedir (Haykar,
2013; Kristensen ve ark., 2009).

Lignoseliilozik biyokiitlenin enzimatik hidrolizi sirasinda diisiik enzim miktar
kullanarak enzimatik hidroliz yiritiillmek istenmektedir. Biyokiitle yapisindaki yiiksek
lignin varlhigr seliilazlarin selilloza rahat ulasamamalar1 nedeniyle yiiksek enzim

kullantmini gerektirir (Yavas, 2010).

1.9. Literatiir Ozeti

Enzim immobilizasyonunda manyetik nanopartikiil kullanim1 yiiksek spesifik alan
nedeniyle daha fazla enzim immobilizasyonu saglar. Istenilen biyomolekiillerin segimli
olarak hedeflenmesi, manyetik alan nedeniyle reaksiyon ortamindan kolayca
ayristirilabilmesi ayrica saflastirma islemlerindeki filtrasyon ve santrifiijleme gibi
adimlarin olmamasi diger dnemli avantajlarindandir. Bu {istiinliikleri nedeniyle manyetik
nanopartikiiller bir¢ok arastirmaci tarafindan kullanilmistir. Literatiirde farkli materyallerin
hidrolizi i¢in enzim immobilizasyonunda destek materyali olarak manyetik
nanopartikiillerin kullanimimna yo6nelik ¢ok sayida calisma bulunmaktadir. Fakat bir
lignoseliilozik atik olan, atik kagit hidrolizine yonelik manyetik nanopartikiillere bagh
selilaz enziminin kullanim1 {izerine yapilan c¢alisma sayist ¢ok azdir. Manyetik
nanopartikiillere enzim immobilizasyonu ve atik kagit hidrolizine yonelik yapilan
calismalarin bir kismi asagida 6zetlenmistir;

Aspergillus niger kaynakli, kati hal fermantasyonu (SSF) yoluyla elde edilen
amiloglukosidaz (AMG) enziminin manyetik nanopartikiiller iizerine ¢apraz bagh enzim
agregatlar teknigi ile immobilize edildigi ¢alismada; AMG, tek tabakali olacak sekilde
manyetik nanopartikiil (MNP) ile kovalent olarak baglanmistir. Optimize edilen kosullarda,
MNP-AMG enzim baglanmasinda gerekli tasiyic1 miktar1 agisindan (% 92.8) oranla
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geleneksel yonteme gore 14 kat daha az tasiyici kullanildigi belirtilmisti. MNP-AMG,
yiliksek oranda substrat, termal kararlilik, depolama kararliligi ve tekrar kullanilabilirlik
ozellikleri gostermistir (Gupta ve ark., 2013).

Bir bagka calismada seliilaz enzim kompleksinin karbodiimid yoluyla manyetik
(Fe304) nanopartikiillere kovalent olarak baglanmasi incelenmistir. TEM sonuglarina gore;
partikiil boyutu 13.3 nm ve manyetik partikiillere enzim kompleksinin baglanmasi
sonucunda partikiil boyutunda bir degisimin olmadig1 gozlemlenmistir. FTIR ve XPS
sonuglarina gore; diisiikk enzim yiiklemelerinde (1-2 mg/mg partikiil), maksimum baglanma
oraninin (~% 90) oldugu goriilmiisiir. Nanopartikiillerin termal Sl¢limleri daha genis bir
sicaklik araliginda artan stabiliteye sahip oldugu, 50 °C sicaklikta enzim aktivitesinin
maksimum oldugu ve enzim ile destek yiizeyi arasindaki iyonik kuvvetlerin optimum pH
araliginin 4.0 ile 5.0 arasinda olmasina neden oldugu belirtilmistir (Jordan ve ark., 2011).

Manyetik demir oksit nanopartikiillerin 3-aminopropiltrietoksilsilan (APTES) ile
silinizasyonunun arastirildig1 calismada; silinizasyon kinetigi, su, su / etanol (1/1), toluen /
metanol (1/1) ile farkli APTES yiikleme oranlarinda ve farkli reaksiyon sicakliklarinda
gerceklestirilmistir. Baslangigta silinizasyon c¢ok hizli gergeklestigi ancak doygunluga
dogru ilerlemenin yavasladigi, silinizasyon mekanizmasmin adsorpsiyon, kimyasal
adsorpsiyon ve kimyasal diflizyon yoluyla gerceklestigi rapor edilmistir (Liu ve ark.,
2013).

Manyetik rezonans goriintiileme (MRI) i¢in; manyetit (Fe3Os4) nanopartikiillerin
(MNP) yiizeyi once APTES ile silinizasyon reaksiyonu gercgeklesitirilmis ve daha sonra
PEG ile kaplanarak ylizey fonksiyonlu biyouyumlu MNP'ler olusturulmustur. MNP'lerin
ortalama boyutu 20 nm ve MNP’ler oda sicakliginda siiperparamanyetizma ve yliksek
miknatislanma 0Ozelligi sergilemistir. Buna ek olarak, canli tavsanlarda, VX2 malign
timori MR goriintiilleme deneylerinde kullanilan PEG-6000 diasit kapli Fe3Os
nanopartikiiller ile elde edilen sonuglar, bu nanopartikiillerin MRI i¢in umut verici bir arag
oldugunu gostermistir (Feng ve ark., 2008).

Glutaraldehit baglanmasi yoluyla manyetik parcaciklar {izerinde seliilaz
immobilizasyon yontemleri incelenen c¢alismada; TEM analizi sonuglarina gore;
MNP’lerin ve seliilaz enziminin immobilize edildigi MNP’lerin ortalama ¢apinin 11.5 nm
oldugu, enzim immobilizasyonunun partikiil boyutunda ve yapisinda belirgin degisiklikler
yapmadig goriilmiistiir. FTIR analizi sonucunda; seliilazin manyetik nanopartikiillere

immobilizasyonunun, seliillazin amin gruplarmin Fe3O4 nanopartikiilleri {izerindeki
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baglanmamis amin gruplariyla kovalent bag yaparak gerceklestigi sonucuna varilmistir.
VSM analizi, MNP’lerin ve seliilaz enziminin immobilize edildigi MNP’lerin
siiperparamanyetik o6zellikte oldugu ve immobilize selillazin serbest enzim ile
karsilastirildiginda daha genis bir pH ve sicaklik araliginda aktivite gosterdigi ve depolama
kararlihginin yiiksek oldugu goriilmiistiir. immobilize seliilazin buhar patlatma &n islemi
uygulanan misir saplarinin hidrolizinde daha iyi performans gosterdigi rapor edilmistir (Xu
ve ark., 2011).

Fermente edilebilir sekerlerin tiretim siirecinin maliyetini ekonomik hale getirmek
amacl yapilan bir ¢alismada serbest ve immobilize enzimler kullanilarak, mikrokristalin
selilloz ve dogal selliilozik substrat kullanilarak enzimatik hidroliz gerceklestirilmistir.
Trichoderma reesei kaynakli selillaz manyetik nanopartikiillere immobilize edilerek,
serbest ve immobilize enzimin aktivitesi, termostabilite ve tekrar kullanilabilirlik deneyleri
yapilmistir. FTIR sonuglarma goére, nanopartikiiller {izerine seliilazin immobilizasyonu
isleminde % 94 oraninda baglanma saglandig: belirtilmistir. Serbest ve immobilize enzimin
sirastyla 50 °C ve 60 °C sicaklikta farkli optimum sicakliklarina sahip oldugu, optimum
pH degerinin 4.0 oldugu belirtilmistir. Serbest ve immobilize enzimler i¢in Km degerleri
sirastyla 0.87 mg/ml ve 2.6 mg/ml olarak bulunmustur. immobilize enzimin, aktivitesinin
bes dongii sonunda % 50 oraninda devam ettigi, serbest enziminkine oranla 80 °C’de daha
yiiksek termostabiliteye sahip oldugu goriilmiistiir. Serbest ve immobilize enzimlerin 48
saat sonundaki optimum hidroliz verimleri karboksimetil seliilloz (CMC) i¢in sirasiyla; %
88 ve % 81, dogal seliilozik substrat icin % 89 ve % 93 oraniyla sonu¢lanmistir. Ayrica
calismada, enzimatik hidroliz i¢in enzim kullanim miktarinin azaltilmasi ve fermente
edilebilir sekerlerin liretim prosesinin ekonomik ve uygulanabilir sekilde yapilabilmesi i¢in
immobilizasyonun uygun bir yontem oldugu, immobilizasyon sonucunda; seliilaz
aktivitesinin arttig1, enzimin yiiksek sicakliklarda daha yiiksek kararliliga sahip oldugunu,
tekrar kullanilabilirlik ve daha uzun depolama kararliligi Ozelliklerine sahip oldugu
belirtilmistir (Abraham ve ark., 2014).

Ticari siliperparamanyetik nanopartikiillere seliillaz enzimi fiziksel adsorpsiyon
yoluyla baglandig1 calismada; FTIR spektroskopisi seliilazin (endoglukanaz) partikiil
tizerine basarili bir sekilde baglandigini teyit etmistir. Baglanma yiizdesi Bradford yontemi
kullanilarak % 95 olarak belirlenmistir. Substrat olarak CMC kullanildiginda maksimum
enzim aktivitesi 0.1 birim (mol/dk.ml) olarak belirlenmistir. Seliilazin adsorpsiyon

kapasitesi 31 mg/g nanopartikiil oldugu ve immobilize enzimin kararliligi, serbest enzimle
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karsilastirildiginda arttigi gézlenmistir. Genel olarak, caligmada, seliilazin stabilitesi ve
aktivitesinin manyetik nanopartikiillere fiziksel adsorpsiyon yoluyla gii¢lendirildigi,
immobilize enzimlerin daha genis sicaklik ve pH araliklarinda ¢alisabildigi, tekrar
kullanim ve {iriin saflagtirilmasi1 imkan1 saglamasi, uzun siireli depolamay1 kolaylastirdig
belirtilmistir (Khoshnevisan ve ark., 2011).

Cellic CTec2 seliilaz enzim kompleksinin tekrar kullaniminin incelenmesi icin
yapilan ¢aligmada; Cellic CTec2 seliilaz enzim kompleksi, siyaniirik kloriirle aktive olan
manyetik parcaciklar {izerine kovalent olarak immobilize edilmistir. Mikrokristalin seliiloz,
substrat olarak kullanildiginda immobilize seliilaz enzim kompleksi ile (2.8 mg indirgen
seker/(g partikiil.dakika)) oraninda seker verimi elde edilmisti. Endoglukanaz,
sellobiohidrolaz ve [-Glikozidaz enzimlerinin 06zgiil aktivitesi Cellic CTec2'nin
immobilizasyonundan sonra (U/mg protein) azaldig1 goriilmiistiir. Hidroliz verimi iizerine
surfaktan etkisi (Tween 80, PEG 6000 veya sigir serum albiimin (BSA) kullanilarak)
serbest ve immobilize Cellic CTec2 i¢in incelenmistir. BSA ilavesinin Tween 80 ve PEG
6000'in etkisini tamamen inhibe ettigi ve manyetik partikiil-lignin etkilesimini azalttig1
gbzlemlenmistir. On islem gdérmiis bugday samaninin hidrolizi igin serbest ve immobilize
Cellic CTec2 kullanilarak iki ardistk dongiide hidroliz gergeklestirilmis ve sonuglar
lignoseliilozik substratin hidrolize edilmesi ve enzimin tekrar kullanilmasina olanak
sagladig: belirtilmistir (Alftrén ve ark., 2013).

Lignoseliillozik materyallerin hidrolizi i¢in p-glukosidaz enziminin manyetik
nanopartkiillere immobilizasyonunun incelendigi c¢alismada; siyaniirik kloriir ve
poliglutaraldehit ile aktive olan partikiiller p-nitrofenil-B-D-glikopiranozid substrat olarak
kullanildiginda yiiksek immobilize enzim aktivitesini vermistir (104.7 ve 82.2 Ul/g
partikiil). Ayrica, Megazyme marka kompleks enzimden saflastirilmis B-glukosidaz ve
Novozym 188 kompleks enzimlerinde B-glukosidaz enzim aktiviteleri (79.0 ve 9.8 U/g
partikiil) bulunmugstur. 65 °C sicaklikta 5 saat sonunda, immobilize edilmis enzimde
serbest enzime kiyasla; % 36 aktivite gozlemlenmistir. Bu sonu¢ termal stabilitenin
immobilizasyonla arttigimi gostermistir. On islem gdrmiis ladinin enzimatik hidrolizinde
immobilize ve serbest B-glukosidaz enzimi kullanilmisti. Immobilize B-glukozidaz
enziminden (16 U/g kuru madde) ve serbest kompleks (8 FPU/g kuru madde) eklenmesiyle
On isleme tabi tutulan ladinin hidroliz verimi, % 44 ile % 65 oranindadir. Ek olarak,
ladinde immobilize B-glukosidazin tekrar kullanilabilirlik calismast dort dongiide

gergeklestirilmistir (Alftrén ve ark., 2013).
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Immobilizasyon yoluyla bir termostabil-B-glukosidaz enziminin gelistirilmesi
amaciyla yapilan calismada; nanopartikiiller iizerine Aspergillus niger kaynakli [-
glukosidaz (BGL) kovalent baglama ile immobilize edilmistir. Immobilizasyonla % 93
baglanma goriilmiistiir. Immobilize ve serbest BGL’nin optimum pH degetlerinin 6.0 ve
4.0 olmasina karsm, 60 °C sicaklikta, ayni sicaklik optimizasyonu gosterdikleri
belirtilmistir. Michaelis-Menten sabiti (Km) serbest BGL i¢in 3.5 ve immobilize BGL i¢in
4.3 mM bulunmus ve immobilize enzimin termal stabilitesi 70 °C sicaklikta dl¢iilmiistiir.
Immobilize nanopartikiil-enzim konjugati, 16. dongiiye kadar % 50 oraninda enzim
aktivitesini muhafaza etmistir. Sellobiyoz hidrolizinde maksimum glikoz verimine,
immobilize BGL ile 16 saat sonunda ulasilmistir (Verma ve ark., 2013).

Iki gesit atik kagit malzemesinin (gazete ve beyaz kagit) kullamldig1 enzimatik
hidrolizle fermente edilebilir sekerlerin elde edilmesine yonelik ¢alismada; dort faktoriin
(hidroliz zamani, enzim yiiklemesi, ylizey aktif madde ilavesi ve fosforik asit On-
muamelesi) seker verimi Tlzerine etkileri arastirllmistir. Bu c¢alismada kullanilan
istatistiksel deneysel tasarim, yaygin olarak kullanilan cevap yiizey yontemidir. Gazete
kagidinin hidrolizinde, aciga ¢ikan seker miktari, hidroliz zamani ile orantili olarak artig
gostermistir ancak enzim miktariin artirtlmasi ve asit On islem parametrelerinin
degitirilmesiyle ile agiga c¢ikan seker miktarindan etkilenmemistir. Beyaz kagit i¢in, dort
faktorden {igii (hidroliz zamani, enzim yiikleme ve asit 6n-muamelesi) agiga ¢ikan seker
miktar1 tizerinde olumlu etkiler gostermistir. Optimum kosullarda, beyaz kagittan
maksimum seker verimi, 0.82 g indirgen seker/g beyaz kagit olarak ve bu oran gazete
kagid1 icin yaklagik olarak 4,8 kat daha diisiik bulunmustur (Chu ve ark., 2013).

Enzimatik hidroliz islemi icin substrat olarak gazete kagidinin kullanildig1 ¢caligmada;
yiiksek lignin seviyesine sahip kagit materyallerin enzimatik hidroliz yoluyla indirgen
sekerlere doniistiiriilmesinin zor oldugu bulunmustur. Bu sorunu ¢dézmek igin, enzimatik
hidroliz éncesi birkag 6n islem yéntemi uygulanmistir. Islenmemis gazeteye kiyasla, iyonik
olmayan yiizey aktif madde (Tween 80) 2 ile 8 FPU enzim/g substrat ile % 10-16 oraninda
seker doniistimiinti artirmistir. 2, 4, 8 FPU enzim/g substrat seker doniisimii % 46.3, %
56.7 ve % 64.1 ile sonuclanmigtir. Oksidatif (100 °C sicaklikta oksijen), alkali (160 °C
sicaklikta NaOH) ve 160 °C sicaklikta NaxCOs3; ve NaxS 6n islemlerin seker doniisiimiine

etkisinin olmadig1 ve seker doniisiimiinii azalttig1 gézlemlenmistir (Chen, 2014).
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Kullamilan Kimyasallar

FeCl3.6H,0 (Panreac Applichem), FeSO47H>O (Merck), HCI (Sigma Aldrich),
NaOH (Merck, 1.06498), 3-aminopropyltriethoxysilane (APTES) (AFG Scientific),
metanol (Tekkim), gluteraldehit (Merck), Na;HPOs (Merck), NaH2PO4 (Merck), ticari
enzim (Cellic® CTec3, Novozymes), glikoz (Merck), sitrik asit (Fisher Scientific),
trisodyum sitrat (Scharlau), dinitrosalisilik asit (Sigma Aldrich), potasyum sodyum tartarat
tetrahidrat (Merck), Whatman No:1 filtre kagidi, karboksimetil selilloz (Alfa Aesar),
Coomassie Brillant Blue G-250 (Panreac Applichem), % 95’lik etanol (Sigma Aldrich),
%85°1ik fosforik asit (Tekkim), sigir serum albiimin (BSA) (Sigma Aldrich), stilfiirik asit
(Merck), NaOH (Merck), 0.125 mikrometre kalitatif filtre kagidi1 (S & H Labware).

2.1.2. Kullanilan Cihazlar

Manyetik karistirici (Daihan Scientific), vakumlu kurutucu (Niive EV 018), blender
(Waring Commercial), analitik terazi (Radwag AS220.R2), santrifiij (Niive NF 800), pH
metre (Thermo Scintific), su banyolar1 (WiseBath ve Niive ST 402), calkalayicilt
inkiibatorler (Termal ve GFL).

Sentezlenen MNP, A-MNP, G-MNP ve E-MNP karakterizasyonunu gerceklestirmek
icin XRD, FTIR, Zeta Potansiyeli, EDX analizleri ve SEM goriintiilerinin ¢ekimi hizmet

alimi yolu ile Firat Universitesi Merkez Laboratuvari’nda yapilmustir.

2.2. Metot

2.2.1. Manyetik Nanopartikiil Sentezi

Manyetik nanopartikiil sentezi (Gupta ve ark., 2013)'nin uygulamis oldugu analitik

metotlardan faydalanilarak yapilmistir.



Fe304 manyetik nanopartikiiller (MNP) Fe*? ve Fe*? 2:1 molar derisimde kimyasal
birlikte ¢oktliirme yontemiyle hazirlanmistir. 1 M FeCl; 6H,O ve 0,5 M FeSO47H>0O
tartilarak, 9 ml 0.4 M HCl igerisinde demir ¢ozeltisi hazirlanmstir.

90 mL 0,5 M NaOH ¢6zeltisi, 80 °C sicakliktaki su banyosu i¢erisinde azot ortam1 ve
etkin karistirma esliginde 10 dakika bekletildikten sonra, demir ¢ozeltisi damla damla
eklenmistir. 30 dakika boyunca etkin karistirma islemi devam ettirilmistir (Gupta ve ark.,
2013).

Sentezlenen Fe3O4 manyetik nanopartikiiller, miknatis yardimiyla ayrilmis ve pH 7
olana kadar distile su ile yikama islemi yapilmistir. Yikanan Fe3Os manyetik
nanopartikiiller 50 ml %95’lik etanol ile tamamlanmistir. Sentezlenen MNP’nin demir

derigimi stokiometrik olarak yaklasik 30 mg/ml’dir.

2.2.2. APTES (3-aminopropyltriethoxysilane) ile MNP Yiizeyinin Silisyum

Kaplama Islemi

50 ml MNP ¢dzeltisinin {izerini silisyum kaplamak i¢in, 500 ml’lik erlen igerisine 90
ml metanol ve farkli konsantrasyonlarda APTES eklenip, hazirlanan karisim, ¢alkalamali
inkiibatorde 50 °C sicaklik ve 200 rpm karistirma hizinda 12 saat boyunca tutulmustur.
Elde edilen APTES bagli MNP’ler (A-MNP) miknatis yardimiyla ayrilarak sivi kismi
uzaklastirilmis ve 2 kez distile su ile yikanmistir (Gupta ve ark., 2013).

2.2.3. Gluteraldehit ile MNP’nin Aktiflestirilmesi

(A-MNP) cozeltisi 5 mM pH 7 fosfat tamponuyla 50 ml’ye tamamlanip, iizerine
farkli konsantrasyonlarda gluteraldehit eklenerek 37 °C sicaklik ve 200 rpm karigtirma
hizinda 4 saat boyunca tutulmustur. Gluteraldehit baglanan (A-MNP)’ler (G-MNP)
miknatis yardimiyla ayrilarak, siipernatant kismi uzaklastirilmig ve ardindan 8 kez distile
su ile yikanmistir. 5 mM pH 7 fosfat tamponuyla 50 ml’ye tamamlanarak G-MNP’ler
hazirlanmistir (Gupta ve ark., 2013).
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2.2.4. G-MNP’lere Enzim immobilizasyonu Asamasi

250 mI’lik erlen igerisinde, 50 ml G-MNP’ye 25 ml 5 mM pH 4,8 sitrat tamponu ile
100 kat seyreltilmis seliilaz enzim kompleksi eklenerek, 5 mM pH 4,8 sitrat tamponuyla
toplam hacim 100 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan enzim ¢ozeltisi, 4 °C sicaklik ve 400
rpm karistirma hizinda 15 saat boyunca calkalamali inkiibatérde inkiibe edilmistir. 15 saat
sonunda, enzim bagli nanopartikiiller miknatis yardimiyla ayrilarak, siipernatant kismi
baglanmayan enzim miktarinin belirlenmesi i¢in protein tayininde kullanilmistir. Daha
sonra 2 kez 5 mM pH 4,8 sitrat tamponuyla yikanarak, son hacim 50 mlI’ye 5 mM pH 4,8
sitrat tamponu ile tamamlanip, enzim bagli MNP’ler (E-MNP) elde edilmistir. Sekil 2.1'de
MNP, A-MNP, G-MNP ve E-MNP’nin olusumunda izlenilen yol gosterilmistir.

He

o
o+

o o Q + Hipmed i
i) MAO.GJ*V‘\NHQ = CE g%ﬁv-‘\"ph + Dpa g = CE ?)lﬂﬁw J
Manyetik oy . im Bat
oJit Bag Exzim Bagh G-MNP
Nanopticl : APTESBAi MNP Goterddeit Gtealdei Bo AMNP Mm&gh
(M) APTE (AMNP) (G-MNE)

Sekil 2.1. MNP, A-MNP, G-MNP ve E-MNP’nin olusumunda izlenilen yol (Gupta ve ark., 2013).

2.2.5. Protein Tayini

Protein miktarlarinin tayini (Bradford, 1976) yontemi ile gergeklestirilmistir. Bu
yontemde, Coomassie Brillant Blue G-250 kullanilarak, organik boyalarin asidik gruplari
ile proteinlerin bazik gruplarimin etkileserek renk olusturmasi esas alinmaktadir.

Bradford Reaktifi; 40 mg Coomassie Brillant Blue G-250, 50 ml % 95’lik etanolde
coziilerek, ¢ozeltiye 55 ml % 85°lik fosforik asit eklenmis ve hacmi distile suyla 1 litreye
tamamlanmustir.

Standart Protein Egrisi; sigir serum albiimin (BSA) ve distile su kullanilarak 1
mg/ml’lik stok protein ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan stok protein ¢ozeltisinden 0,02,
0,05, 0,08, 0,11, 0,14, 0,17, 0,2 mg/ml’lik protein standart ¢ozeltileri hazirlanmis ve her bir
protein standart ¢ozeltisinden 0,2 ml alinarak iizerlerine 2 ml Bradford reaktifi eklenmistir.

Oda sicakliginda ve karanlik ortamda 20 dakika bekletilmesinin ardindindan 595 nm’de
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spektrofotometrik dl¢iim yapilmustir. Elde edilen absorbans degerleri konsantrasyona karsi
grafige gecirilerek standart protein egrisi olusturulmustur.
Baglanmayan enzim miktarinin belirlenmesinde, enzim baglanma asamasi sonunda

ayrilan siipernatant ile protein tayini yapilarak baglanan enzim miktar1 hesaplanmstir.

2.2.6. Toplam Aktivite Tayini

Serbest ve immobilize seliilaz enzimlerinin toplam aktivite tayini i¢in filtre kagidi
aktivite ol¢lim yontemi (Ghose, 1987) kullanilmistir. Enzim o6rneklerinin aktivite tayini
icin, 50 mg Whatman no:1 filtre kagidi esit biiyiikliikte parcalara ayrilarak cam tiip
igerisine eklenmig ve lizerleri 1 ml 5 mM pH: 4,8 sitrat tamponu ile tamamlanmistir. Enzim
kontrol gruplarina da 1 ml 5 mM pH: 4,8 sitrat tamponu eklenerek 50 °C sicakliktaki su
banyosunda 5 dk bekletilmistir. Daha sonra 0,5 ml serbest ve immobilize enzim, i¢erisinde
filtre kagidi bulunan cam tiipler ve enzim kontrol gruplarina eklenmistir. Tiim tiipler ve kor
olarak kullanilacak olan 1.5 ml 5 mM ph: 4.8 sitrat tamponu, 50 °C’deki su banyosunda 1
saat boyunca inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonrasi serbest enzimlere, immobilize
enzimlerin miknatisla ayrildiktan sonra kalan reaksiyon sivilarina, enzim kontol gruplarina
ve kore 1.5 ml DNS (Dinitrosalisilik asit) eklenerek enzim aktivitesi durdurulmustur. Tiim
ornekler ve kor 5 dakika kaynatildiktan sonra buza alinmistir. Daha sonra 540 nm’de kore

kars1 spektrofotometrik dl¢tim yapilmistir (Ghose, 1987).

2.2.7. Karboksimetil Seliillaz (CMC) Aktivite Tayini

Serbest ve immobilize seliilaz enzimlerinin aktivite Ol¢limleri ig¢in karboksimetil
Seliilaz (CMC) aktivite 0l¢lim yontemi (Ghose, 1987) kullanilmigtir. Enzim 6rneklerinin
CMC aktivite tayini i¢in, 5 mM ph: 4,8 sitrat tamponu ile % 2’lik (w/v) CMC c¢ozeltisi
hazirlanarak, 37°C sicaklikta, 150 rpm karistirma hizinda 12 saat boyunca karistirilarak
CMC tam olarak ¢oziilmiistiir. Enzim 6rnekleri i¢in cam tiiplerin igerisine 0,5 ml CMC
¢ozeltisi eklenerek ve 5 dk 70 °C sicaklikta bekletilmistir. Enzim Orneklerine ve enzim
orneklerinin korlerine 0,5 ml serbest ve immobilize enzimler eklenmistir. Tiim tiipler ve
genel kor olarak kullanilacak olan 1 ml 5 mM ph: 4,8 sitrat tamponu, 30 dk inkiibe edilmis
ve inkiibasyon sonrasi, enzim Orneklerinin korlerine 0,5 ml CMC ¢ozeltisi eklenmistir.

Serbest enzimlere, immobilize enzimlerin miknatisla ayrildiktan sonra kalan reaksiyon
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stvilarina, enzim O6rneklerinin korlerine 1,5 ml DNS (Dinitrosalisilik asit) eklenerek enzim
aktivitesi durdurulmustur. Tiim Ornekler ve korler 5 dk kaynatildiktan sonra buza
almmustir. Daha sonra 540 nm’de kore karsi spektrofotometrik dlgiim yapilmistir. Elde
edilen absorbans degerleri glikoz standart egrisinden faydalanilarak glikoz degerlerine

doniistlirilmiistiir.
2.2.8. immobilizasyon Parametrelerinin Optimizasyon Calismalari

APTES, gluteraldehit ve immobilize edilecek enzim miktar1 optimizasyonu i¢in 34,
67, 111, 167 mg/ml gluteraldehit kullanilarak, baglanan ve kontrol grubu olarak
gluteraldehit baglanmayan manyetik nanopartikiillere seliilaz enzimi immobilize edilmis ve
optimum gluteraldehit miktarinda, 0,141, 0,283, 0,567, 0,851, 1,419 mg/ml APTES
kullanilarak silisyum kaplanan ve kontrol grubu olarak APTES ile silisyum kaplanmayan
manyetik nanopartikiillere 0,026, 0,053, 0,079 mg/ml protein olacak sekilde seliilaz enzim
kompleksi immobilize edilerek optimum APTES miktar1 ve immobilize edilmesi gereken

enzim miktar1 belirlenmistir.
2.2.9. Iimmobilize ve Serbest Enzim Optimizasyon Cahsmalari

Sicaklik Optimizasyonu Calismalari

Optimum sicakligin belirlenmesi icin, serbest ve immobilize seliillaz enzimleri, 40,
50, 60, 70 ve 80 °C sicaklikta inkiibe edilerek aktivite Slgiim islemi gerceklestirilmistir.
Selillaz enzimine ait iinite degerleri asagidaki Denklem 2.1 ile hesaplanmaktadir

((Khoshnevisan ve ark., 2011).

Unite(U)= 2T

2.1)

Unite degerleri hesaplanan orneklere ait % Bagil Aktivite degerleri asagidaki

Denklem 2.2 ile hesaplanmaktadir.

% Bagil Aktivite = — Orneklerin Unite degerleri

. ~ — -.100 (2.2)
Orneklere ait en yuksek Unite degeri
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pH Optimizasyonu Calismalar

Optimum pH degerinin belirlenmesi i¢in, serbest ve immobilize seliilaz enzimleri, 4,
4,5, 4,8 ve 5 pH degerindeki sitrat tamponu, 5,5, 6 ve 7 pH degerindeki sodyum-fosfat
tamponlariyla hazirlanan % 2’lik (w/v) CMC c¢ozeltileriyle ve yine bu tamponlarin kor
olarak  kullanilmasiyla optimum sicaklik degerinde aktivite Ol¢iim  islemi

gergeklestirilmistir.

2.2.10. Sicaklik Stabilitesi Calismalar:

Sicaklik stabilitesinin belirlenmesi i¢in, serbest ve immobilize seliilaz enzimleri 40,
50, 60, 70 ve 80 °C sicaklikta 5 saat boyunca inkiibe edilmistir. Her saat 6rnek alinarak
aktivite Ol¢glimii yapilmis ve 5 saatin sonunda kalan enzim aktivitesi degerleri

belirlenmistir.

2.2.11. Substrat Derisimi Etkisi Calismalari

Serbest ve immobilize seliilaz enzimlerinin kinetik parametrelerinin (Km ve Vmax)
belirlenmesi i¢in farkli substrat derisimlerindeki aktivitelerinin  Ol¢ililmesi ile
gerceklestirilmesi gerekmektedir. Bu amagla 5 mM ph:4,8 sitrat tamponu kullanilarak, 2,5-
15 mg/ml arasindaki farkli konsantrasyonlarda CMC ¢ozeltileri hazirlanmis ve bu
cozeltiler kullanilarak aktivite Ol¢iimii  gerceklestirilerek  kinetik  parametreler
belirlenmistir.

Enzim aktivitesi diizenlenebilir, yani enzimler {iriin olusum hizi ve hiicrenin
thtiyacin1 karsilayacak sekilde aktive veya inhibe edilebilirler. 1913 yilinda Leonor
Michaelis ve Maud Menten, enzimli reaksiyonlarin ilk basamaginda bir ES olugmasindan
ve enzimlerin doygunluk ozelliginden yola ¢ikarak, bir model gelistirdiler. Bu modelde,
enzim substratiyla geri doniisiimlii olarak baglanarak sonradan enzimi serbest olarak
birakarak {irline yikilan bir ES kompleksi meydana getirir. Bir substrat molekiiliinii
kapsayan model asagidaki Denklem 2.3'de gosterilmistir (Giiller, 2014).

Ky k3

E+S < ES — E+P (2.3)
ka

E: Enzim, S: Substrat, ES: Enzim-Substrat kompleksi, P: Uriin, ki, k2, k3: hiz sabitleri.
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Asagida Denklem 2.4'de gosterilen Michaelis Menten denklemi reaksiyon hizinin

substrat konsantrasyonuyla nasil degistigini gostermektedir (Giiller, 2014).

° K, +[S] '

Vo= ilk hiz, Vmax= maksimum hiz, Kn= Michealis-Menten sabiti, (ko+ks)/ki, [S]=
substrat konsantrasyonu.

Enzimlerin Km degerleri ¢ok farklilik gosterir. Birgok enzim igin bu deger 10! ile 10
6 M arasindadir. Ki degeri enzim konsantrasyonuna bagl degildir. Substratin yapisi, pH,
sicaklik ve iyonik siddetle degisebilir. Birden fazla substrata sahip enzimlerde, her substrat
icin ayr1 bir Ky degeri vardir. Yiksek Ky zayif baglanmayi, diisik bir Ky kuvvetli
baglanmay1 ifade eder (Giiller, 2014).

Vmax enzimin Kkatalitik aktivitesinin bir ifadesidir. Vmax teriminin birimi, triine
cevrilen substratin mol sayisi/birim zaman’dir. Enzimlerin Vmax degerleri de birbirlerinden
cok farklhidir. Aym1 zamanda substratlarin yapisi, pH, sicaklik ve iyonik siddetle de
degisirler. Michealis-Menten denkleminin lineerlestirilmesi sonucu, 1/V’ye 1/[S] grafiginin
cizilmesiyle Lineweaver-Burk grafigi elde edilir. Lineweaver-Burk grafinde egim degeri

Kin/Vmax’1, kayma degeri i1se 1/Vmax degerini belirtir. (Giiller, 2014).
2.2.12. immobilize ve Serbest Enzim Depolama Stabilitesi Calismalari

Serbest ve immobilize seliilaz enzimlerinin depolama stabilitesi 6l¢tiimii i¢in, 5 mM
ph:4,8 sitrat tamponu ile 2000 kat seyreltilmis serbest enzim ve 400 kat seyreltilmis
immobilize enzim 4°C sicaklikta 20 giin boyunca bekletilmis ve belirli zaman araliklarinda

aktivite 6lciimii gergeklestirilerek enzim stabilitesindeki degisim belirlenmistir.

2.2.13. immobilize Enzim I¢in Tekrar Kullanilabilirlik Calismasi

E-MNP’nin tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi amaciyla % 2’lik (w/v) CMC
¢Ozeltisi substrat olarak kullanilarak aktivite 6l¢timii gerceklestirilmistir. Dongii siiresi 30

dakika olarak belirlenmis ve her dongii sonrast E-MNP’ler 2 kez 1 ml 5 mM ph: 4,8 sitrat

tamponu ile yikanarak ag¢iga ¢ikan glikoz uzaklagtirilmigtir.
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2.2.14. Manyetik Nanopartikiil Karakterizasyonu

SEM ve EDX Analizi

Sentezlenen MNP, A-MNP, G-MNP ve E-MNP’lerin SEM fotograflarinin
cekilebilmesi ve X-151n1 analizinin yapilabilmesi igin partikiiller 40°C sicaklikta vakumlu
kurutucuda 2 saat boyunca kurutulup ardindan havanda 6giitiilmiistiir. Firat Universitesi
Merkez Laboratuvari’nda yiizey sekil ve yapisini degerlendirmek amaciyla Zeiss EVO
MA10 SEM cihazi kullanilarak fotograflari ¢ekilmis ve EDX analizleri yapilmustir.

FTIR Analizi

Sentezlenen MNP, A-MNP, G-MNP ve E-MNP’lerin FTIR spektrumu, Firat
Universitesi Merkez Laboratuvari’'nda Thermo Scientific  Nicolet iS5 FTIR
spektrofotometresi kullamlarak elde edilmisti. Ornekler, KBr ile homojen olarak
karigtirilarak pellet haline getirilip, FTIR spektrumlari alinmistir.

Tanecik Boyutu Analizi

Sentezlenen MNP, A-MNP, G-MNP ve E-MNP’lerin tanecik boyutu analizleri Firat
Universitesi Merkez Laboratuvari’nda Particle Sizing Systems, Inc. Santa Barbara, Calif.,

USA ZPW 388 tanecik boyut analizi cihaz1 kullanilarak elde edilmistir.

2.2.15. Atik Kagit Hidroliz Calismalari

Fiziksel On islemler

Atik gazete kagitlarinin enzimatik hidrolizi Oncesi serbest ve immobilize seliilaz
enzimlerinin kagidin yapisinda bulunan selilloza rahat ulasip hidroliz edebilmeleri
amactyla bazi 6n islem yontemleri uygulanmstir.

Kimyasal 6n islemler Oncesi atik gazete kagitlarmin ylizey alanmin artirilmasi
amaciyla % 15 (v/w) oraninda distile su ile 1slatilarak blenderda 6giitiilmiistiir.

Kimyasal On Islemler

Asidik On Islemler

Kagit yapisinda bulunan hemiseliillozun uzaklastirilmas1 amaciyla, fiziksel 6n islem
gormiis atik gazete kagidi 200 ml % 0,25°lik (v/v) fosforik asit ¢ozeltisi ile tamamlanmig
ve 70 °C sicaklik, 200 rpm karistirma hizinda g¢alkalayici inkiibatorde karistirilarak, 2 saat
boyunca asidik 6n islem uygulanmistir. Bu silire sonunda 6n islem goéren atik kagitlar

kalitatif filtre kagidiyla filtre edilmistir (Brummer ve ark., 2014).
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Alkali On Islemler

Lignoseliilozik bir materyal olan kagidin yapisinin esnetilmesi amaciyla asidik 6n
islem gormiis atik gazete kagidi 200 ml % 2’lik (v/v) NaOH ¢o6zeltisi ile tamamlanmig ve
70°C sicaklik, 200 rpm karistirma hizinda calkalayici inkiibatérde karistirilarak 1 saat
boyunca alkali 6n islem uygulanmistir. Bu siire sonunda 6n islemi tamamlanan atik kagitlar
kalitatif filtre kagidiyla filtre edilmis ve 5 mM ph: 4,8 sitrat tamponu ile notr pH elde
edilene kadar yikama islemi yapilmistir. 80°C sicaklikta 1 saat boyunca kurutulduktan

sonra belenderla 6giitme islemi yapilmistir (Brummer ve ark., 2014).

Enzimatik Hidroliz

Fiziksel ve kimyasal 6n islem goren atik gazete kagitlarindan 0,25 g ve 0,5 g
tartilarak erlen igerisine alinmis ve lizerine 10 FPU serbest ve immobilize seliilaz enzimi
eklenerek son hacim 5 mM ph: 4,8 sitrat tamponu ile 100 ml’ye tamamlanmisir. 72 saat
boyunca enzimatik hidroliz islemi devam ettirilmis ve belirli zaman araliklarinda numune

aliarak DNS yontemiyle toplam indirgen seker tayini gergeklestirilmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. APTES ve Gluteraldehit miktarinin etkisi

Birlikte ¢oktiirme yoOntemiyle sentezlenen manyetik nanopartikiillerin = yiizey
modifikasyonu amaciyla APTES ve yiizey aktiflestirme amaciyla gluteraldehitle muamele
edilmistir. Bu amagcla sentezlenen MNP’ler ilk olarak farkli konsantrasyonlarda APTES ile
muamele edilmistir. Protein baglama kapasitesine APTES miktarinin etkisini belirlemek
icin farkl konsantrasyonlarda protein igeren enzim ¢dzeltisi ile 15 saat siireyle immobilize
edilmistir. Sekil 3.1’de APTES miktarinin enzim baglanmasina etkisi goriilmektedir. 0,053
mg/ml protein iceren ortamda en yiiksek baglanma orami gelde edilmistir. Tiim protein
konsantrasyonlarinda yapilan denemelerde APTES miktarinin 0,141 mg/ml degerinden
sonra 6nemli bir degisim olmadig1 goriilmektedir. Daha sonraki modifikasyon islemlerinde

APTES miktar1 0,141 mg/ml olarak seg¢ilmistir.
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Sekil 3.1. MNP yiizey kaplama igleminde kullanilan APTES miktar1 ve immobilize edilen enzim
miktariyla baglanma kapasitesinin degisimi (0,178 mg/ml gluteraldehit, inkiibasyon

sicaklig1: 4 °C, Inkiibasyon siiresi:15 saat)

APTES’in manyetik nanopartikiillerin yiizey oksidasyonu ve ortamdaki pH
degisimlerinden koruyup, magnetitin maghemit formuna donligmesini engelleme gibi

ozellikleri bulunmaktadir (Gupta ve ark., 2013).



APTES ile kaplanmis MNP (A-MNP) yilizeyine enzimin kovalent baglanmasini
saglamak amaciyla gluteraldehitle muamele edilmistir. Bu amagla farkli konsatrasyonlarda
gluteraldehit miktar1 ve enzim konsatrasyonlarinin enzim baglanma kapasitesine etkisi

sekil 3.2°de goriilmektedir.
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Sekil 3.2. Gluteraldehit ve immobilize edilen enzim miktariyla baglanma kapasitesinin degisimi (

0,141 mg/ml APTES, inkiibasyon sicakligr: 4 °C, 1nkiibasy0n stiresi: 15 saat)

APTES’nin enzim baglanmasina etkisine benzer olarak gluteraldehit miktarinda da
en yiksek enzim baglanma 0,053 mg/ml protein igeren enzim kompleksi ortaminda elde
edimistir. 0,178 mg/ml gluteraldehit iceren ortamda gluteraldehi icermeyen ortama gore
baglanma oraninda onemli bir artig goriilmekle birlikte bu degerden sonra onemli bir
degisim goriilmemektedir.

50 mg MNP icin farkli konsantrasyonlarda karbodiimid ile aktiflestirilme islemi
yapilan ¢aligmada, 0-18 mg/ml arasinda degisen konsantrasyonlarda protein iceren seliilaz
enzim kompleksi immobilizasyonu incelenen ¢aligma sonucunda, baglanma oranlarinin
artan protein miktariyla azaldigi ifade edilmektedir (Jordan ve ark., 2011).

Modifiye edilen E-MNP’nin miknatisla ayrildiktan sonraki goriintiisii Sekil 3.3°de
gbsterilmistir. Islem sonrasinda manyetik yapmnin korundugu ve reaksiyon ortamindan

kolayca ayrilabildigi goriilmektedir.
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Sekil 3.3. MNP’nin miknatisla ayrilmadan dnce ve ayrildiktan sonraki goriintiisii

3.2. immobilize ve Serbest Enzim Ozelliklerinin Belirlenmesi

Optimum Sicaklik Degerinin Belirlenmesi
Serbest ve immobilize seliilaz enzimleri, 40, 50, 60, 70 ve 80 °C sicaklikta aktivite

Olclimleri yapilarak en yiiksek aktivite gosteren sicaklik degeri belirlenmistir. Hem serbest
hem de immobilize seliilaz enzimleri i¢in optimum aktivitenin oldugu sicaklik 70 °C olarak

belirlenmistir. Sekil 3.4’de serbest ve immobilize seliilaz enzimlerinin farkli sicakliklardaki

% Bagil Aktivite degerleri gosterilmistir.
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Sekil 3.4. Serbest ve immobilize seliilaz enzimlerinin farkli sicakliklardaki % Bagil Aktivite degerleri
(inkiibasyon siiresi: 30 dakika, Substrat konsantrasyonu: pH: 4,8 sitrat tamponu ile

hazirlanan % 2 (w/v) CMC ¢ozeltisi)

35



Ayn1 miktarda serbest ve immobilize f-glikozidaz enzimleri ile 40-70 °C arasinda
degisen sicakliklarda gergeklestirilen sicaklik optimizasyonu ¢alismasinda 60 °C serbest ve
immobilize selillaz enzimleri i¢in optimum aktivite gosterdikleri sicaklik olarak
belirlenmistir (Werma ve ark., 2013).

Sicaklik artisiyla enzime ait proteinlerin denatlirasyon hizinda artis ve proteinlerde
fiziksel modifikasyonlar meydana gelmektedir. Enzim immobilizasyonu ile enzimlerin
termal Ozelliklerinde degisiklikler olabilmektedir. Ancak bu c¢alismada serbest ve
immobilize selillaz enzimlerinin sicaklik stabilizasyonunda o©Onemli bir farklilik

belirlenmemistir.

Optimimum pH degerinin belirlenmesi Calismalar:

Optimum pH degerinin belirlenmesi i¢in, serbest ve immobilize edilen seliilaz
enzimleri, 4, 4,5, 4.8, 5, 5.5, 6 ve 7 pH degerindeki farkli tamponlarla ve optimum sicaklik
degerinde yapilan aktivite 6l¢iim iglemleri sonucunda serbest seliillaz enzimi i¢in optimum
pH degeri 5, immobilize seliilaz enzimi i¢in ise 4,8 olarak belirlenmistir. Sekil 3.5’de
serbest ve immobilize seliillaz enzimlerinin farkli pH degerlerindeki % Bagil Aktivite

degerleri gosterilmistir.
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Sekil 3.5. Serbest ve immobilize selillaz enzimlerinin farkli pH degerlerindeki % bagil aktivite
degerleri (Inkiibasyon sicakligi: 70 °C, Inkiibasyon siiresi: 30 dakika, Substrat
konsantrasyonu: pH: 4-7 araliginda degisen tampon ¢ozeltilerle hazirlanan % 2 (w/v)

CMC ¢ozeltisi )
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Ayn1 miktarda serbest ve immobilize seliilaz enzimleri ile 4-8 arasinda degisen pH
degerlerinde ve 50 °C sicaklikta gergeklestirilen pH optimizasyonu g¢aligmasinda, serbest
seliilaz enzimi i¢in pH: 5 ve immobilize seliilaz enzimi i¢in ise pH: 4, optimum aktivite
gosterdigi pH degeri olarak belirlenmistir (Jordan ve ark., 2011).

Serbest ve immobilize edilen seliilaz enzimleri i¢in bulunan optimum pH
degerlerinin birbirine yakin olmast sonucunda enzimin immobilize edilmesiyle enzimin
karakterinde degisimin olmadig1 belirlenmistir. Ayrica bulunan degerler, literatiirde yapilan

calismalarda bulunan sonuglarla benzerlik géstermektedir.

3.3. Sicaklik Stabilitesi Calismalarina Ait Bulgular

Sicaklik stabilitesinin belirlenmesi i¢in, serbest ve immobilize edilen seliillaz
enzimleri 40, 50, 60, 70 ve 80 °C sicaklikta 5 saat boyunca inkiibe edilmistir. Her saat
ornek alinip aktivite dl¢limii yapilmasi sonucunda 5 saatin sonunda kalan enzim aktivitesi
degerleri belirlenmistir. Bu sonuglara gore serbest seliilaz enziminin kalan aktivite degeri
en yliksek 60 °C sicaklikta % 29,9, immobilize seliilaz enziminin kalan aktivite degeri ise
yine 60 °C sicaklikta % 38 olarak belirlenmistir. Sekil 3.6 ve Sekil 3.7°de serbest ve

immobilize seliilaz enzimlerinin sicaklik stabilitelerinin % Bagil Aktivite olarak degisimi

gosterilmistir.
120 -~
100
2 80 == 40°C
S
z 50°C
< 60
>ah == 60°C
[5°]
40 —==70°C
=== 80°C
20
BNV | NP2 N
0 . : — i —r .
0 1 2 3 4 5 6
Zaman(Saat)

Sekil 3.6. Serbest seliilaz enziminin farkli sicakliklardaki stabilitesinin % bagil aktivite olarak

degisimi
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Sekil 3.7. Immobilize seliilaz enziminin farkli sicakliklardaki stabilitesinin % Bagil Aktivite olarak

degisimi

Serbest enzimlerde zayif intramolekiiler giiclerin ve protein zincirinin bozulmasi
termal deaktivasyon ile meydana gelmektedir. immobilizasyon ile zayif iyonik baglar1 ve
hidrojen baglarininin stabilize olmasi saglanarak termal kararlilik artirilabilinir (Jordan ve
ark., 2011).

Serbest ve immobilize lipazin kararlilii iizerine sicakligin etkisinin incelendigi
calismada, 40 ve 60 °C’de 24 saat siire boyunca 1siyla muamele edildikten sonra serbest
lipaz enziminin baglangic aktivitesinin 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda 40 ve 60°C’de
baglangi¢ aktivitesinin sirastyla % 49 ve % 39’unu korudugu ve immobilize lipaz enziminin
40 ve 60°C’de baslangi¢ aktivitesinin sirasiyla % 50 ve % 67’sini korudugu belirlenmistir
(Sengiil, 2013). immobilize seliilaz enziminin termal kararlihigini serbeste gore daha fazla

korudugu bu ¢alismada da goriilmektedir.

3.4. Substrat Derisimi Etkisi Calismalarina Ait Bulgular

Serbest ve immobilize edilen seliillaz enzimlerinin kinetik parametrelerinin (Km ve
Vmax) belirlenmesi igin farkli substrat derisimlerindeki aktivitelerinin 6l¢iim sonuglarina
gore Sekil 3.8°de serbest ve immobilize edilen selillaz enzimi i¢cin Michaelis-Menten
egrisi, Sekil 3.9 ve Sekil 3.10°da sirasiyla serbest ve immobilize edilen seliilaz enzimleri

icin ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri gosterilmistir.
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Sekil 3.8. Serbest ve immobilize seliilaz enzimi igin Michaelis-Menten egrisi (Inkiibasyon sicaklig::

70 °C, Inkiibasyon siiresi: 30 dakika)

Serbest ve immobilize seliillaz enzimi i¢in ¢izilen Michaelis-Menten egrisi verilerine

gore 12,5 mg/ml substrat konstrasyonundan daha yiiksek degerlerde inhibisyon meydana

geldigi goriilmektedir.
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Sekil 3.9. Serbest selillaz enzimi igin Lineweaver-Burk grafigi (Inkiibasyon sicakhigi: 70 °C,

Inkiibasyon siiresi: 30 dakika)
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Sekil 3.10. immobilize edilen seliilaz enzimi icin Lineweaver-Burk grafigi (Inkiibasyon sicakligi: 70
°C, inkiibasyon stiresi: 30 dakika)

Vmax, enzimin substratina doydugu andaki en yiiksek hiz olarak tanimlanmaktadir.
Km sabiti, enzimin substrata olan ilgisini gosterir ve immobilizasyon sonrasinda Ky,’de bir
art1g goriilmesi beklenmektedir (Alpay, 2014).

Bu caligmada serbest ve immobilize seliilaz enzimi i¢in K, degerleri sirasiyla 155,25
mg/ml ve 23,64 mg/ml, Vmax degerleri ise sirasiyla 2500 pmol/ml.dk ve 108,69
umol/ml.dk olarak belirlenmistir. Immobilize enzimin Km ve Vimax degerinde diisme oldugu
goriilmektedir. Tablo 3.1'de serbest ve immobilize seliillaz enzimlerine ait kinetik

parametreler tablo halinde gosterilmektedir.

Tablo 3.1. Serbest ve immobilize seliilaz enzimlerinin kinetik parametreleri

Km (mg/ml) Vmax (umol/ml.dk)
Serbest seliilaz enzimi 155,25 2500
Immobilize seliilaz enzimi 23,64 108,69

Serbest ve immobilize papain enziminin Ky, degerleri sirasiyla 4,815 mg/ml ve 3,425
mg/ml, Vmax degerleri ise sirasiyla 0.046 pmol/ml.dk ve 0.037 pmol/ml.dk olarak
belirlenmistir. Immobilize enzimin Km ve Vmax degerindeki diisme oldugu belirlenmistir

(Alpay, 2014).
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Immobilizasyon sonrasinda Km’de bir artis goriilmesi beklenilmesine ragmen,
azalma meydana gelmesi immobilize seliillaz enziminin substrata olan ilgisinin arttigini

gostermektedir.

3.5. Immobilize ve Serbest Enzim Depolama Stabilitesi Cahsmalar1 le Tlgili

Bulgular

Serbest ve immobilize seliilaz enzimlerinin depolama stabilitesi 4°C sicaklikta 20 giin
boyunca takip edilmistir. Belirli zaman araliklarinda aktivite dlglimleri sonucunda enzim

stabilitesindeki degisim, Sekil 3.11°de goriilmektedir.
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Sekil 3.11. Serbest ve immobilize seliilaz enzimlerinin depolama stabilitelerinin % bagil aktivite
olarak degisimi (inkiibasyon sicakligi: 70 °C, Inkiibasyon siiresi: 30 dakika, Substrat

konsantrasyonu: pH: 4,8 sitrat tamponu ile hazirlanan % 2 (w/v) CMC ¢6zeltisi)

20 gilinlin sonunda serbest enzimin aktivitesini % 73.3 oraninda korudugu
goriiliirken, Immobilize seliilaz enziminin ise % 91.2 oraninda aktivitesini korudugu
goriilmiistiir. Bu sonuclar immobilize enzimin kararliliginin  yiiksek oldugunu
gostermektedir.

Literatiirde yapilmis olan bir ¢alismada, serbest ve immobilize selillaz enzim
kompleksinin depo kararliligi 21 giin boyunca aktivite 6l¢timleri yapilarak gozlemlenmis
ve 21 giin sonunda immobilize seliilaz enziminin serbest seliilaz enzimine kiyasla zamana

bagli olarak kararliliginin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Xu ve ark., 2011).
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3.6. Immobilize Enzim i¢in Tekrar Kullanilabilirlik Cahsmas: ile ilgili Bulgular

Immobilize seliilaz enziminin (E-MNP) tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi
amactyla 8 dongii boyunca optimum sartlarda aktivite 6l¢iimii yapilmis ve deney sonucu
Sekil 3.12°de verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi ilk dongii sonunda % 65,36 oraninda

ve 8. dongii itibariyle % 5,02 enzimin aktivitesini korudugu goriilmiistiir.
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Sekil 3.12. immobilize edilen seliilaz enziminin tekrar kullanilabilirliginin gdsterimi (inkiibasyon
sicakligi: 70 °C, Inkiibasyon siiresi: 30 dakika, Substrat konsantrasyonu: pH: 4-7

araliginda degisen tampon ¢ozeltilerle hazirlanan % 2 (w/v) CMC ¢ozeltisi )

Immobilize seliilaz enziminin tekrar kullanilabilirliginin 6 dongii boyunca
incelendigi ¢aligmada, ilk dongili sonrasinda % 47,5 oraninda aktivite kaybinin meydana
geldigi ve 6. dongii sonunda % 10 oraninda aktivitenin korundugu belirtilenmistir. Enzim
aktivitesindeki diismenin sebebi olarak protein denatiirasyonu, son {iriin inhibisyonu ve
seliilaz enzim kompleksine ait birden fazla bilesenin kaybi gosterilmektedir. Olas1 bir
bagka sebebin ise destek materyalinin karbodiimid ile aktivasyonuyla baglanan enzimlerin
modifikasyonunda olusabilecek degisikler olabilecegi belirtilmektedir (Jordan ve ark.,
2011).

Bu c¢alismada, yukarida belirtilen bu sebeplere ilave olarak, inkiibasyon
sicaklikliginin 70 °C gibi yiiksek bir sicaklik olmasi nedeniyle protein denatiirasyonunun
hizli oldugu ve bunun sonucunda tekrar kullanim sayisinin ve dongiiler sonunda kalan

aktivite oraninin az oldugu sdylenebilinir.
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3.7. Manyetik Nanopartikiil Karakterizasyonu ile lgili Bulgular

SEM ve EDX Analizi

MNP, A-MNP, G-MNP, E-MNP’lerin 25000 ve 90000 kat biiylitmedeki SEM
goriintlileri agagida Sekil 3.13, Sekil 3.15, Sekil 3.17 ve Sekil 3.19°da yer almaktadir. SEM
goriintlilerine gore tanecik sekli, tanecik boyutu ve yiizey morfolojisi; EDX analizine gore
ise elementel analize yonelik bilgi edinilmistir. Elde edilen SEM goriintiilerinde kullanilan
cihazdan kaynakli olarak net bir goriintii elde edilememistir.

MNP, A-MNP, G-MNP, E-MNP’lerin EDX analiz sonuglar1 ise Sekil 3.14, Sekil
3.16, Sekil 3.18 ve Sekil 3.20°de yer almaktadir.
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Sekil 3.13. Manyetik nanopartikiillerin A: 25000 kat biiyiitmede, B: 90000 kat biiyiitmedeki SEM

gorintiileri
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Sekil 3.14. Sentezlenen MNP nin EDX spektrumu
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Sekil 3.15. APTES ile silinizasyon yapilan MNP’lerin (A-MNP) A: 25000 kat biiyiitmede, B: 90000
kat biiylitmedeki SEM goriintiileri
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Sekil 3.16. APTES ile silinizasyon yapilan MNP (A-MNP)’nin EDX spektrumu

L e mem mamae o "
Sekil 3.17. Gluteraldehit ile ¢apraz baglanmis A-MNP’lerin (G-MNP) A: 25000 kat biiyiitmede, B:
90000 kat biiytitmedeki SEM goriintiileri

45



x 0.001 cps/eV

200
180
160
140
1201
1009 ¢
80
60
40
20

2 4 6 8 10 12 14

B

i BT+ 1500w SoralA s 51 Oute 13 Doe 2017 —_— BIsNww SgreA s SE Oue 12 0ct 2017 Zass
' 1 WO 80mm Mage 200KX Tee 160884 1 WO 70mm Mag e $000KX Trve 124348

Sekil 3.19. Selillaz enzimi bagli G-MNP’lerin (E-MNP) A: 25000 kat biiyiitmede, B: 90000 kat
biiyiitmedeki SEM goriintiileri
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Sekil 3.20. Seliilaz enzimi baghh G-MNP (E-MNP)’nin EDX spektrumu

MNP, A-MNP, G-MNP, E-MNP’nin SEM goriintiilerine gore partikiillerin kiiresel
yapida oldugu goriilmektedir.

EDX analizlerinin sonuglar1 incelendiginde % agirlik¢a en yiiksek orana sahip olan
Fe elementi goriilmiistiir. Fe ve O oraninin fazla olmasi demir oksit yapisinin olustugunu
gostermektedir. Sonuglarda goriilen Si elementi APTES kaynakli oldugu ve A-MNP’den
G-MNP’ye gegildiginde yikamalar nedeniyle Si orani azaldigi anlasilmaktadir. Ayrica C ve
O elementlerinin E-MNP’de fazla miktarda oldugu belirlenmistir. Tablo 3.2’de MNP, A-
MNP, G-MNP, E-MNP’de var olan elementlerin agirlik¢a % oranlar1 gosterilmistir.

Tablo 3.2. MNP, A-MNP, G-MNP, E-MNP’ye ait elementlerin agirlikca % oranlar

MNP A-MNP G-MNP E-MNP
Element

%Wt %Wt %Wt %Wt
Fe 77.12 69.86 73.19 60.08

20.05 21.57 20.86 29.92
N 2.08 0.46 0.33 0.00
Si 0.44 3.04 1.10 2.12
S 0.31 0.40 0.00 0.00
C 0.00 4.68 451 8.35
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FTIR Analizi

Sentezlenen MNP, A-MNP, G-MNP ve E-MNP’ye ait FTIR spektrumu sekil 3.21°de
gosterilmistir. Spektrum incelendiginde MNP, A-MNP, G-MNP, E-MNP’ye ait 585 c¢cm™!
deki piklerin o6rneklerde var olan Fe-O gruplarina ait oldugu (Cao ve ark., 2009). APTES
baglanma sonrasinda (A-MNP, G-MNP, E-MNP)elde edilen numunelerde Si-O-H ve Si-O-
Si gruplarina ait 923 ve 1159 cm’! arasindaki piklerin bulundugu goriilmektedir
(Kanmukhla, 2007). C-H gruplari ise 1400 cm! ve 2899 ¢cm! civarinda (Cao ve ark., 2009)
ve 1249, 1419, 1516 ve 1658 cm™! arasindaki titresim geriliminin E-MNP’de bulunan
seliilaz enzimine ait gruplar nedeniyle olustugu ifade edimektedir (Khoshnevisan ve ark.,
2011; Xu ve ark., 2011). E-MNP’de silisyum ve organik bilesiklere ait pikler

spektrumlardan gozlenmistir.
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Sekil 3.21. Sentezlenen manyetik nanopartikiillerin FTIR spektrumu; A: MNP, B: A-MNP, C: G-
MNP, D: E-MNP

Tanecik Boyutu Analizi

MNP, A-MNP, G-MNP, E-MNP'nin tanecik boyutu analizlerine gore, sirastyla 201,4
nm, 2252 nm, 635 nm, 245,4 nm ve sentezlenen manyetik nanopartikiillerin ortalama
boyutunun 200 nm boyutuna sahip oldugu belirlenmistir. Literatiirde yapilmis

calismalarda, sentezlenen manyetik nanopartikiiller kiiresel yapida ve ortalama 200 nm
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boyutuna sahip oldugu (Alpay, 2014), baska bir calismada ise hazirlanan nano yapilarin
ortalama boyutunun 158,2 nm oldugu bulunmustur (Sengiil, 2013).

3.8. Atik Kagit Hidroliz Cahismalar ile flgili Bulgular

Serbest ve immobilize seliilaz enziminin FPU yontemiyle elde edilen aktivite
degerleri sirasiyla (2000 kat seyreltme oraninda) 132 FPU/ml ve (400 kat seyreltme
oraninda) 0,612 FPU/ml olarak bulunmustur.

Fiziksel ve kimyasal 6n islem goéren atik gazete kagitlarin 10 FPU serbest ve
immobilize seliilaz enzimi ile 72 saat boyunca siiren enzimatik hidroliz islemi sonucunda

elde edilen % seker verimi Sekil 3.22 ve Sekil 3.23’de gosterilmistir.

12 -

10 - o s —

=0—0,25 g atik kagit

% Seker verimi

4 - 0,5 g atik kagit

0 T T T 1
0 20 40 60 80

Zaman (Saat)

Sekil 3.22. Serbest selillaz enzimiyle gerceklestirilen enzimatik hidrolizin zamana gore % seker

verimi (Inkiibasyon sicakligi: 50 °C, Inkiibasyon siiresi: 72 saat, Karistirma hizi: 200

rpm)

Serbest seliilaz enzimiyle gerceklestirilen enzimatik hidrolizin 48 saat sonundaki
seker verimi, 0,25 g atik gazete kagidi icin % 10,2 ve 0,5 g atik gazete kagidi icin % 8,19,
immobilize seliilaz enzimiyle ger¢eklestirilen enzimatik hidrolizin 48 saat sonundaki seker
verimi ise 0,25 g atik gazete kagidi icin % 3,87 ve 0,5 g atik gazete kagidi igin % 3,27
olarak belirlenmistir. Gazete kagidinda bulunan yiiksek lignin igerigi immobilize enzim

yiizeyini kapladigi goriilmiis ve hidroliz verimi ¢ok diisiik kalmistir. Ortamdan E-MNP
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ayrimi  gergeklestirlemedigi icin gazete kadgidi ile hidroliz islemi ayrintili olarak

incelenmemistir.
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Sekil 3.23. Immobilize edilen seliilaz enzimle gergeklestirilen enzimatik hidrolizin zamana gore %
seker verimi (Inkiibasyon sicakligi: 50 °C, Inkiibasyon siiresi: 72 saat, Karistirma hizi:

200 rpm)

Cok daha diisiik lignin igerigine sahip ofis kagitlariyla yapilan calismada deneysel
tasarim yontemi kullanilmistir. Enzimatik hidrolizde kullanilan bagimsiz degiskenler ve

incelenen araliklar1 Tablo 3.3°de verilmistir.

Tablo 3.3. Ofis kagidi enzimatik hidroliz deneyinde incelenen bagimsiz degiskenler ve incelenen araliklar

Degisken -0 -1 0 +1 +
Hidroliz siiresi, s 2 7.5 13 18, 24
E-MNP , ml/l 2 6,5 11 15,5 20
Tween 80, g/L 0 15 2,75 6 8
Kagit miktar1 0,25 15 2,75 4 5,25

Az sayida deneylerle degiskenler arasindaki etkilesimleri de iceren ayrintili

incelemeyi saglayan cevap ylizey yontemi kullanilarak hazirlanan deneysele matris ve bu

noktalarda yapilan hidroliz sonucunda elde edilen glikoz konsatrasyonlarini igeren veriler

Tablo 3.4’de verilmistir. Deneysel matriste altis1 merkez noktada tekrar dan olusan toplam

30 deney yapilmustir.




Tablo 3.4. CCD gore Enzimatik hidroliz deney tasarimi ve sonuglari

Deney no Siire E-MNP Tween 80 Kagit miktar Glikoz kons, g/L
1 7.5 6,5 2 15 0,342
2 18,5 6,5 2 15 0,394
3 7.5 15,5 2 15 0,460
4 18,5 15,5 2 15 0,489
5 7.5 6,5 6 15 0,392
6 18,5 6,5 6 15 0,337
7 7,5 15,5 6 15 0,352
8 18,5 15,5 6 15 0,437
9 7,5 6,5 2 4 0,746
10 18,5 6,5 2 4 1,118
11 7,5 15,5 2 4 0,989
12 18,5 15,5 2 4 1,552
13 7,5 6,5 6 4 0,705
14 18,5 6,5 6 4 0,855
15 7.5 15,5 6 4 1,070
16 18,5 15,5 6 4 1,654
17 2 11 4 2,75 0,527
18 24 11 4 2,75 0,730
19 13 2 4 2,75 0,303
20 13 20 4 2,75 1,539
21 13 11 0 2,75 1,052
22 13 11 8 2,75 0,955
23 13 11 4 0,25 0,227
24 13 11 4 5,25 1,727
25 13 11 4 2,75 0,942
26 13 11 4 2,75 0,997
27 13 11 4 2,75 1,131
28 13 11 4 2,75 1,118
29 13 11 4 2,75 1,095
30 13 11 4 2,75 0,980

R20,92; adjR% ,88; CV:17,56

Deneysel matrisin tasarimi ve sonuglarin istatiksel analizi Design expert 8.0 (State
Ease) yazilimi yardimiyla yapilmistir. Deneysel sonuglarin asagida verilen indirgenmis
kuadratik modelle % 92 oraninda (R2: 0,92) bagimsiz degiskenlerle aciklanabilecegi

Onerilmistir.
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Glikoz =

-0,43326

0,066189 * hidroliz suresi

0,028819 * enzim miktari

0,056461 * tween 80

0,047666 * kagit miktar

0,001872 * hidroliz suresi * enzim miktart
0,014159 * hidroliz suresi * kagit miktar
0,01741 * enzim miktari* kagit miktari
-0,0042 * hidroliz suresi ~2

-0,00266 * enzim miktar1”\2

-0,00831 * tween 80 "2

-0,02554 * kagit miktar1 2

Model denkleminin ANOVA sonuglart Tablo 3.5’de verilmistir. p-degeri 0,05’ten
kiigitk model terimlerinin glikoz olusumu i¢in Onemlidir. ANOVA sonuglarina gore
immobilize seliilaz kompleksiyle ofis kdgidinin hidrolizinde incelenen araliklarda hizdroliz
stiresi, EMNP miktar1 ve kagit miktar1 degiskenlerinin lineer etkileri 6nemlidir. Hidroliz
stiresinin issel etkisinin 6nemli oldugu bu degiskende meydana gelecek degisimin glikoz
mikatarini etkilemektedir. Ayrica incelenen degiskenler arasinda hidroliz stiresi ile enzim
miktar1 ve enzim miktart ile kagit miktar1 arasindaki etkilesimin 6nemli oldugu ANOVA
sonuclarindan goriilmektedir. Bu etkilesimlerin sonug iizerine etkisi 3 boyutlu grafiklerde

gorilmektedir.

Tablo 3.5. Enzimatik hidroliz modeli igin ANOVA test sonuglar

Kaynak Kareler Toplamm Kareler Ortalamas1 F-degeri p-degeri Kaynak
Model 4,911 11 0,4465 20,484  <0.0001 significant
A-hidroliz suresi, s 0,199 1 0,1992  9,1384 0.0073
B-enzim miktari, ml 0,876 1 0,8761 40,192 <0.0001
C-tween 80, g/L 0,009 1 0,0097 0,4452 0.5131
D- kagit miktar1, g/L. 2,998 1 2,9984 137,55 <0.0001
AB 0,034 1 0,0343 15761 0.2254
AD 0,151 1 0,1516  6,9551  0.0167
BD 0,153 1 0,1534  7,0397 0.0162
AN2 0,442 1 0,4423 20,294  0.0003
B"2 0,079 1 0,0797  3,6581 0.0718
Ccn2 0,030 1 0,0303 1,3917 0.2535
D2 0,043 1 0,0436  2,0039 0.1740
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Sekil 3.24. Bagimsiz degiskenlerin glikoz konsantrasyonuna etkisi

Grafiklerden gorildiigii gibi enzim miktar1 ve 6n islem gormiis kagit miktarindaki
artisla glikoz miktarinda artis goriilmektedir. Diisiik kagit miktar1 ve enzim miktarinda
beklendigi gibi glikoz konsantrasyonu sinirli kalmaktadir. Hidroliz siiresiyle glikoz
miktarindaki artis gozlenmektedir. Bu artisin yliksek enzim konsantrasyonunda daha
belirgin oldugu grafikten goriilmektedir. Onerilen model denklemin maksimum glikoz
konsatrasyonu i¢in sayisal ¢Oziimii program yardimiyla yapilmistir. Optimizasyon
sonucunda enzim miktar1 ve kagit konsantrasyonunun iist noktalarmda (20, 5,25 g/l) glikoz
miktarinin maksimum olacagr bulunmustur. Tween 80 konsantrasyonunun 3,41 g/l ve
hidroliz siiresinin 21.2 saat sonunda model denkleminin 6nerdigi glikoz konsantrasyonu
2,43 g/l olarak bulunmustur. Optimizasyon sonucunda yapilan dogrulama deneyi ile % 72

oraninda model sonucuna ulasilmistir.
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4. SONUC VE ONERILER

Seliilaz enziminin manyetik nanopartikiillere kovalent olarak immobilizasyonu ve

atik kagitlarin enzimatik hidrolizinde kullanilmas1 incelenmistir.

1.

MNP, A-MNP, G-MNP, E-MNP’lerin SEM fotograflari ile sentezlenen manyetik
nanopartikiillerin ylizey morfolojisinin diizgiin ve kiiresel yapida oldugu
goriilmiistiir. Partikiillerin ortalama boyutunun 200 nm oldugu belirlenmistir.
Ayrica goriintiilerin ¢ekildigi SEM cihaziyla nano seviyede net goriintii elde
edilememistir.

MNP, A-MNP, G-MNP, E-MNP’lerin FTIR spektrumlar1 ¢ekilmis ve
fonksiyonel gruplarin varligr incelenmistir. Optimum sentez ve immobilizasyon
kosullar1 belirlendikten sonra serbest enzim ve manyetik nanopartikiillere
immobilize edilen selillaz enzimlerinin maksimum aktivite gosterdikleri
sicakliklar 70 °C olarak belirlenmistir.

Optimum sicaklik degerinde yapilan oOlgiimlerde serbest seliillaz enziminin
maksimum aktiviteye sahip oldugu pH 5 ve manyetik nanopartikiillere
immobilize edilen seliilaz enzimi i¢in ise pH 4,8 olarak belirlenmistir.

Serbest enzim ve manyetik nanopartikiillere immobilize edilen seliilaz farkli
sicakliklarda (40, 50, 60, 70, 80 °C) inkiibe edilmis ve 5 saat sonundaki kalan %
bagil aktiviteleri aktiviteleri serbest enzim icin sirastyla (17,65, 21,07, 29,9,
11,73, 2,79) ve manyetik nanopartikiillere immobilize edilen seliilaz enzimi i¢in
ise sirastyla (20,07, 28,11, 38,00, 16,91, 5,88) dir.

Serbest enzim ve manyetik nanopartikiillere immobilize edilen seliilaz
enzimlerinin aktivitesi farkli substrat konsantrasyonlarinda Olgiilmiis ve

Lineweaver-Burk grafiginden faydalanilarak K , V _degerleri belirlenmistir.
K ve V__ degerleri serbest enzim igin sirasiyla 155,25 mg/ml ve

2500 umol/ml.dk, manyetik nanopartikiillere immobilize edilen seliilaz enzimi
icin ise sirastyla 23,64 mg/ml ve 108,69 pmol/ml.dk olarak bulunmustur.

4 °C’de 20 giin boyunca bekletilen serbest ve manyetik nanopartikiillere
immobilize edilen seliilaz enziminin depolama kararliliklar1 kiyaslandiginda,
immobilize seliilaz enzimlerinin serbest seliilaz enzimine gore daha iyi depolama

kararhilig1 gosterdigi belirlenmistir.



10.

11.

Immobilize edilen enzimin 8 dongii boyunca yiiriitiillen tekrar kullanilabilirlik
calismasinda, 4. dongii itibariyle % 20 oraninda enzimin aktivitesini korudugu
gorilmiistiir.

Serbest ve immobilize seliillaz enziminin kullanilabilirli§inin bir Sl¢iisii olarak
atik gazete kagitlarimin enzimatik hidrolizi 72 saat boyunca ylriitilmustiir.
Serbest seliilaz enzim i¢in seker verimi, 0,25 g atik gazete kagidi icin % 10,2 ve
0,5 g atik gazete kagidi i¢in  %8,19, immobilize seliilaz enziminde ise 0,25 g
atik gazete kagidi icin % 3,87 ve 0,5 g atik gazete kagidi icin % 3,27 olarak
belirlenmistir.

Ofis kagidinin immobilize seliilaz ile hidrolizinde optimizasyon sonucunda
agirlikca % 32 glikoz doniistimii elde edilmistir. Elde edilen model denkleminin
istatistiksel olarak bagimsiz degiskenlerden kaynaklanan degisimi % 92
oraninda aciklayabildigi belirlenmistir.

Endiistriyel 6nemi olan enzimlerin manyetik nanopartikiillere immobilizasyonu
ile enzimlerin tekrar kullanimi saglanarak enzim maliyeti diisiiriilmiis olur ve
manyetik nanopartikiiller ile siizme, filtrasyon gibi islemlere ihtiya¢ olmadan
enzimler reaksiyondan kolaylikla ayrilabilirler. Lignin gibi enzimatik hidroliz
olmayan bilesenlerin c¢oklugunda manyetik partikiillin ayrilmasi sorun
olusturmaktadir.

Enzimatik hidroliz veriminin artirilmasi i¢in 6n islem parametreleri ve hidroliz
kosullar1 iyilestirilebilir. Ozellikle immobilize enzimin salinimi gdriilmiistiir.
Farkli yiizey modifikasyon yontemleriyle denenmesiyle daha yliksek seliilaz

immobilizasyonu gergeklestirilebilir.
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EKLER

EK.1. Deneysel Verilere Ait Sayisal Degerler

Tablo E1.1. Glikoz standart egrisi

Glikoz konsantrasyonu (mg/ml)

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

1 1,5 2
Glikoz absorbans degerleri

2,5

Tablo E1.2.

Protein standart egrisi

Protein konsantrasyonlari

0,16
0,14

0,12

o
=

0,08
0,06
0,04

0,02

0,2 0,3

Protein absorbans degerleri

0,4

0,5
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Tablo E1.3. Sekil 3.1°¢ ait deney sonuglart (Baglanma kapasitesi)

Gluteraldehitmiktar: ) ) .
0,026 mg/ml protein 0,053 mg/ml protein 0,079 mg/ml protein
(mg/ml)
0 0,086 0,0404 0,033
0,132 0,143 0,146
0,089
0,133 0,137 0,161
0,178
0,127 0,126 0,160
0,295
0,445 0,125 0,125 0,151

Tablo E1.4. Sekil 3.2’ye ait deney sonuglar1 (Baglanma kapasitesi)

APTES miktan

0,026 mg/ml protein 0,053 mg/ml protein 0,079 mg/ml protein

(mg/ml)

0 0,058 0,033 0,023
0,141 0,136 0,203 0,054
0,283 0,140 0,180 0,058
0,567 0,143 0,177 0,107
0,851 0,125 0,175 0,075
1,419 0,123 0,167 0,065

Tablo E1.5. Sekil 3.4°e ait deney sonuglari (Sicaklik optimizasyonu ¢aligmalari)

Serbest Enzim (Bagil aktivite %) 49,77 61,77 79,51 100 51,71

immobilize Enzim (Bagil aktivite %) 60,03 82,42 95,70 100 58,90

Tablo E1.6. Sekil 3.5°e ait deney sonuglart (pH optimizasyonu galigmalari)

pH 4 45 48 5 55 6 7
Serbest Enzim (Bagil aktivite %) 5492 93,78 97,81 100 82,71 5254 28,96
immobilize Enzim (Bagil aktivite %) 43,17 92,43 100 86,95 4324 10,17 5,68

64



Tablo E1.7. Sekil 3.6’ya ait deney sonuglar1 (Sicaklik stabilitesi ¢alismalari)

Sicakhik Baslangi¢ 1.saat 2.saat 3.saat 4.saat 5.saat
40°C
100 65,90 44,08 33,9 27,11 17,65
(Bagil Aktivite %)
50°C
100 78,12 54,04 41,23 33,17 21,07
(Bagil Aktivite %)
60°C
100 83,98 68,03 51,77 41,06 29,9
(Bagil Aktivite %)
70°C
100 59,35 33,9 25,00 19,31 11,73
(Bagil Aktivite %)
80°C
100 11,35 5,27 3,31 4,56 2,79

(Bagil Aktivite %)

Tablo E1.8. Sekil 3.7°ye ait deney sonuglar1 (Sicaklik stabilitesi ¢alismalari)

Sicakhik Baslangi¢ 1.saat 2.saat 3.saat 4.saat 5.saat
40°C
100 44,72 33,78 28,01 25 20,07
(Bagil Aktivite %)
50°C
o 100 52,81 40,13 33,03 29,63 28,11
(Bagil Aktivite %)
60°C
100 70,54 59,11 48,59 41,03 38,00
(Bagil Aktivite %)
70°C
100 42,4 30 23 19 16,91
(Bagil Aktivite %)
80°C
100 15,60 8,69 6,85 6,20 5,88

(Bagil Aktivite %)

Tablo E1.9. Sekil 3.8’e ait deney sonuglar1 (Michaelis-Menten egrisi)

S (mg/ml) 15 125 10 875 75 625 5 375 04

V (umol/ ml.dk)

Serbest Enzim

138,66 173,01 167,86 150,72 111,86 84,99 80,45 59,74 3511

V (umol/ mL.dk)
immobilize Enzim 27,20 34,13 32,75 30,90 28,06 23,16 17,66 1511 9,97
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Tablo E1.10. Sekil 3.9 ve Sekil 3.10’a ait deney sonuglar1 (Substrat derisimi etkisi ¢aligmalari)

1/S (ml/mg) 0,066 0,08 0,1 0,114 0,133 0,16 0,2 0,26 04

1/V (ml.dk/pmol)

Serbest Enzim

0,0057 0,0059 0,0066 0,0089 0,0117 0,0124 0,0167 0,0284 0,0057

1/V (ml.dk/pmol)
. 0,0292 10,0305 10,0323 10,0356 0,0431 0,0566 0,0661 0,1002 0,0292
Immobilize Enzim

Tablo E1.11. Sekil 3.11°¢ ait deney sonuglar1 (Depolama stabilitesi ¢aligmalari)

Zaman (Giin) 1 2 5 7 14 20
Serbest Enzim (Bagil aktivite %) 100 98,99 97,45 95,46 93,42 91,26
immobilize Enzim (Bagil aktivite %) 100 99,47 88,05 85,20 82,30 73,36

Tablo E1.12. Sekil 3.12’ye ait deney sonuglar1 (Tekrar kullanilabilirlik ¢aligmast)

Dongii Sayis1 1 2 3 4 5 6 7 8

immobilize Enzim

(Bagl aktivite %)

100 65,36 23,22 20,62 15,00 10,30 8,80 5,02

Tablo E 1.13. Sekil 3.22 ve Sekil 3.23’¢ ait deney sonuglar1 (Enzimatik hidroliz ¢aligmast)

Zaman (Saat) 2 4 6 24 48 72

0,259 10 FPU

Serbest Enzim 8,29 9,46 9,65 9,7 10,01 10,2
(Seker verimi %)

0,59 10 FPU

Serbest Enzim 5,90 7,67 7,84 7,95 8,17 8,19
(Seker verimi %)

0,25 ¢ 10 FPU
immobilize Enzim 1,41 2,33 2,65 3,44 3,55 3,87
(Seker verimi %)

0,59 10 FPU
immobilize Enzim 1,49 2,22 2,52 2,94 3,084 3,27
(Seker verimi %)
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