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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

POLIMER-POLIMER HIiBRIiT NANOLIF YUZEYLERE PROTEAZ ENZIMi
IMMOBILIiZASYONU

Haluk Cevik
Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tekstil Miihendisligi Anabilim Dali
Damisman: Dog. Dr. Yakup Aykut

Bu tez caligmasinin amaci yiiksek spesifik yilizey alanma sahip olan polimerik hibrit
nanoliflerden olusmus ylizeyler {liretip bu yiizeyler iizerine fiziksel adsorpsiyon
yontemiyle proteaz enzimlerini immobilize ederek immobilizasyonun serbest enzimlere
kiyasla aktivitesinde ve tekrarli kullanimlarda stabilitelerindeki — degisimleri
gbzlemlemektir.

Bu kapsamda; poliamit 6, polivinil alkol, seliiloz monoasetat, ve polikaprolakton gibi
farkli 6zelliklerdeki polimerlerden albiimin, giimiis nanopargacik, kitosan ve seliiloz tri
asetat gibi yardimci kimyasallarin da nanolif yapisina katilimiyla hibrit nanolifler
retilmis, elde edilen nanoliflere proteaz enzimleri immobilize edilerek enzim
aktiviteleri ve tekrar kullanilabilirlikleri incelenmistir.

Yapilan deneysel c¢alismalarin  sonucunda, fiziksel — adsorpsiyonla  enzim
immobilizasyonunda seliiloz asetat bazli nanoliflerin yiizey olarak kullanimi en iyi
sonuglart  vermistir.  Nanolif yiizeyleri gluteraldehit ile aktiflestirildiginde
immobilizasyon verimliligi ve stabilitesi bir miktar artmistir. Diger taraftan polimer
nanolif yapisina albiimin, giimiis nanoparcacik, polianilin, kitosan ve seliiloz tri asetat
gibi  kimyasallarin katillmiyla elde edilen hibrit nanolif yapilarin enzim
immobilizasyonunda  kullaniminda  belirgin ~ verimlik  ve  stabilite  artis
gbzlemlenmemistir.

Anahtar Kelimeler: Enzim immobilizasyonu, elektro ¢ekim, hibrit nanolif,
nanopargacik

2016, ix + 43 sayfa.



ABSTRACT
MSc Thesis

PROTEASE IMMOBILIZATION ON POLYMER-POLYMER HYBRID
NANOFIBER SURFACES

Haluk Cevik
Uludag Universitesi
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Textile Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Yakup Aykut

The aim of this thesis study is to produce polymeric hybrid nanofibers which have
extensivelly high spesific surface area, and investigate enzyme stability and reusability
via immobilization protease enzymes on these nanofibers via physical adsorbtion
method.

Fort this purpose, hybrid nanofibers have been produced with addition of albumen,
polyaniline, chitosan, silver nanoparticles and cellulose triacetate from various polymers
such as polyamide 6, polyvynile alcohol, cellulose monoacetate and polycaprolactone.
Protease ezymes were immobilized on these nanofibers and enzyme stability and
reusabilities were inversigated.

After experimental studies, the results have revealed that cellulose monoacetate based
nanofibers in all these nanofibers show the best results for enzyme immobilization via
physical adsorption method. When nanofiber surfaces are activated with glutaraldehyde,
immobilization stability and reusability are increased a little bit. On the other hand,
addition of second phase like albumen, chitosan, silver nanoparticles and cellulose
triacetate in the structure of polymer nanofibers to form hybrid structure has not
increased the stability and reusability reasonably.

Key words: Enzyme immobilization, electrospinning, hybrid nanofiber, nanoparticles

2016, ix + 43 pages.
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CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 2.1. Enzimlerin kullanim alanlar1



1. GIRIS

Enzimlerin basta biyolojik aplikasyonlar olmak tizere son yillarda tekstil ve ¢evre gibi
endistriyel alanlar olmak iizere kimya sektoriinde de kullanimlart mevcuttur. Son
yillarda yapilan c¢alismalar immobilize enzimlerin serbest enzimlere kiyasla
aktivitelerinde ve tekrarli kullanimlarinda verimlilik artislarinin oldugunu gostermistir.
Enzimler kendilerine has belirli substrat yiizeyleriyle ¢alismaktadirlar. Calisma
prensibinde direk temas edilen kisim yiizey oldugu icin enzimlerin aktif olduklari
reaksiyonlarda ylizey alanmin biiyiikliigii onem arz etmektedir. Standart bir yiizey ile
kiyaslandiginda temas edecek yiizeyin nano boyutlarda olmasi ylizey alanimi biiyiik
miktarda arttirmaktadir. Ornegin uygulanacak yiizey igerisinde nanoliflerin olmasi
yiizey alanini arttiracaktir, ¢iinkii yapida temas edecek spesifik ylizey alani kat kat
arttirtlmis olacaktir. Literatiirde nanoliflere enzim immobilizasyonu konusu yapilan

bircok calisma rapor edilmistir.

Naylon nanolifler elektro ¢ekim yontemiyle iiretildikten sonar glikoz oksidaz enzimi
Gluteraldehit (GA) ve albumin serumuyla birlikte nanoliflerin yilizeyine immobilize
edilmistir. Naylon nanolif, mebran camsi karbon elektrot {izerine yerlestirilip
elektrokimyasal olarak biyosensor 6zelligi test edilmistir. Elde edilen sonuglara gore
naylon nanolif mebranin enzim immobilizasyonu ve biyosensdr uygulamalari igin
miitkemmel bir destek tabakasi oldugu rapor edilmistir (Scampicchio ve ark. 2003).
Seliilaz enzimi; Polivinil alkol (PVA) nanolifler igerisine, seliilazlarin elektro ¢ekim
soliisyonuna eklenmesi suretiyle ve nanoliflerin iiretiminden sonra GA buhariyla ¢apraz
baglandirilmasi sonucu immobilize edilmistir. Serbest enzimlere kiyasla immobilize
enzimlerle % 65 oraninda aktivite verimliliginde artis gozlemlenmistir (Wu ve ark.
2005). Albtiminin enzim immobilizasyonunda kullanim1 ve enzim aktivite verimliligine
olan olumlu etkileri Hedstrom ve arkadaslar1 tarafindan rapor edilmistir (Hedstrom ve
ark. 2008). Diger taraftan yumurta albiimini katkili PVA nanolifler Rathna ve
arkadaglar tarafindan iiretilmistir (Rathna ve ark. 2011). Lipaz enzimi elektro ¢ekimle
elde edilmis olan seliiloz nanoliflere immobilize edilmistir. Bu kapsamda 6nce seliiloz
asetat nanolifler tiretilmis daha sonra alkali ortamda nanolifler okside edilmek suretiyle
asetat gruplar elimine edilerek seliiloza doniistiirtilmiistiir. Enzim stabilitesi ve aktivite

verimliligindeki artis rapor edilmistir (Huang ve ark. 2011).



Lipaz enzimleri kapsiilleme yoluyla Polikaprolakton (PCL) nanolifler igerisinde
immobilize edilmistir. Immobilizasyon sonucunda hem su igerisinde hem de organik
solventler icerisinde yapilan aktivite testlerinde enzim aktivitesinde ve stabilitesinde
artis gozlemlenmistir (Song ve ark. 2012). Kitosan (CHI) / PVA kompozit nanolifler
elektro ¢ekim yontemiye iretilmistir. Daha sonra kompozit nanolifler sulu NaOH
cozeltisiyle muamele edilerek PVA maddesinin biiyiikk bir kismmin nanoliflerden
uzaklastirilmasi saglanmistir. Elde edilen kitosan nanoliflere lipaz enzimi immobilize
edilerek enzim aktivitesi ve stabilitesi analiz edilmistir. Yapilan dlgiimler sonucunda

enzim aktivitesinde ve stabilitesinde artiglar gozlemlenmistir (Huang ve ark. 2007).

Bu kapsamda yapilan bu tez calismasinda elektro ¢ekim yontemiyle polimerik
malzemelerden nanolifler elde edilmis, iiretilen nanoliflere proteaz enzimleri fiziksel
adsorpsiyon yontemiyle immobilize edilerek enzim aktivitelerindeki degisimler tekrarli

kullanimlara gore grafiklendirilerek incelenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Yapilan tez c¢alismasinda polimer-polimer hibrit nanolif yapilara enzim
immobilizasyonu konusu deneysel c¢aligmalarla incelenmistir. Deneysel calismaya
baslamadan Once kapsamli bir literatiir taramas1 yapilmigtir. Bu kapsamda literatiirde
mevcut polimer nanolif iiretim yontemleri, elektro ¢cekimle nanolif iiretimi ve elektro
¢ekimde etkili olan proses ve materyal parametreleri iizerinde durulmus, enzimler ve
enzim immobilizasyon teknikleri arastirilmigtir. Spesifik olarak polimer nanoliflere
enzim immobilizasyonu konusu kapsamli bir sekilde literatiirde taranarak yapilmis olan

bazi ¢alismalardan bu béliimde bahsedilmistir.
2.1 Polimer Nanolifler ve Uretim Yontemleri

Nanolifler basit¢e, nanometre boyutlarinda incelige sahip lifler olarak tanimlanmaktadir.
Nanometre ise metrenin milyarda birini ifade eden bir uzunluk birimidir (Cireli ve ark.
2006). Nanolif iiretim yontemleri giiniimiizde meltblowing, spunbond, fibrilasyon,
bikomponent ve elektro ¢ekim yontemleri olarak siniflandirilmaktadir (Celep 2007).
2.1.1. Meltblowing yontemi ile nanolif iiretimi

Meltblowing, ¢ap1 kii¢iik liflerin seri iiretiminde kullanilan en yaygin tekniktir (Safak
2012) . Bu yontemde, ekstruderde eritilen polimer filtrasyon isleminden sonra diizeden
fiskirtilir ve hava iiflemesiyle inceltilir. Meltblowing yonteminin nanolif iiretiminde
kullanilmasi ile ilgili arastirmalar devam etmekte olup giiniimiizde daha ¢ok mikrolif
tiretiminde kullanilmaktadir (Celep 2007).

2.1.2. Spunbond yontemi ile nanolif iiretimi
Meltblowing yontemine ¢ok benzer. Sicaklik ve kullanilan hava hacmi temel

farkliliklardir. Bu durum liflerin fiziksel 6zelliklerini etkiler. Bir diger farklilik ise
germe isleminin polimer soguyup katilastifinda uygulanmasidir. Bundan dolayi,
spunbond yontemi ile iiretilen lifler meltblowing yontemi ile tiretilen liflerden daha

kalindir (Celep 2007).
2.1.3. Bikomponent lifler yolu ile nanolif iiretimi

Farkli oOzellikteki polimerlerin aynmi diizeden gecerek olusturdugu lif yapisina

bikomponent lif denir (Safak 2012). Bu yontemde denizde adacik diye isimlendirilen iki



farkli polimerden lifler iiretilir. Burada distaki polimer belirli bir ¢oziiciide ¢oziinebilen
bir polimer olmalidir. Daha sonra ¢oziicii ile muameleye tabi tutuldugunda distaki
polimer ¢oziinerek igteki ince liflerin agiga ¢ikmasini saglar. Bu yontemle iiretilen

nanoliflerin yalnizca bir kismi istenen 6zelliklere sahip olmaktadir (Celep 2007).
2.1.4. Fibrilasyon ile nanolif iiretimi

Bu yontemde seliilozik lif ¢ok kiiciik ¢apta lifciklere boliinmekte fakat nanolif tiilbendi
formunda elde edilmektedir. Lyocell liflerinin fibrile edilmesi kolay olmakla beraber;
bu liflerin tiretim kosullar1 oldukga kritiktir (Celep 2007).

2.1.5. Elektro ¢ekim ile nanolif iiretimi

Elektro ¢ekim yontemiyle basta polimerik malzemeler olmak iizere seramik, karbon,
metal ve kompozit nanolifler tretilebilmektedir. Elektro ¢ekimle polimer nanoliflerin

tiretimi ve etkili olan parametreler bir sonraki kisimda ayrintili olarak anlatilacaktir.
2.2. Elektro Cekimle Polimer Nanolif Uretimi

Belirli bir deger araligindaki elektrik akimina maruz birakilan polimer ¢ozeltisinin
yiizey gerilimi yok edilir. Bu durumdaki ¢6zelti siringa ucundan karsisinda bulunan
topraklanmis kolektore dogru akar. Akma esnasinda katilagir ve kolektor lizerinde lif
halini alarak toplanir (Andrady 2008). Paslanmaz ¢elikten yapilmis olan siringa ucu
elektrot gorevini goriir. Karsit elektrot ise kolektordiir (Celep 2007). Sekil 2.1°de

elektro ¢cekim yontemiyle nanoliflerin olusumu gosterilmektedir.

Elektrik Alani

|@@ osmitres saat <> u
Mikropompa

Toplayici Plaka

= Topraklama

Yiiksek Voltajli Gli¢ Kaynagi

Sekil 2.1. Elektro ¢ekim yontemiyle nanolif liretiminin sematik gosterimi



Elektro ¢ekimle nanolif iiretimi yalnizca polimer ¢ozeltisiyle degil polimer eriyiginden
de yapilabilmektedir. Sekil 2.2’de polimer eriyiginin ¢ekim esnasindaki goriintiisii

verilmistir (Cireli ve ark. 2006).

“-

Sekil 2.2. Polimer eriyiginin elektrik alan tarafindan cekilmeye baslamasindan lif
cekimine kadar olan goriintiisii (Cireli ve ark. 2006)

Yiizey geriliminin asildig1 esik degerinden sonra sivi damlacigi koni seklini alir. Buna

Taylor konisi denir. Sekil 2.3’de Taylor konisinin sematik gdsterimi goriilmektedir

(Cmar 2013).
Kilcal boru

Polimer c¢ozeltisi

Taylor konisi
Yiiklii jet

Olusan nanolifler

Sekil 2.3. Kilcal boru ucunda olusan taylor konisinin sematik gosterimi

Taylor konisinden ¢ikan jetin bir miiddet sonra hareketinde kararsizlik goriiliir. Elektro
cekim yonteminde en ¢ok goriilen kararsizlik haline Whipping kararsizligi denir. Sekil

2.4’de Whipping olaymin 25 fps ve 4000 fps’de ¢ekilmis fotograflari gosterilmistir
(Cinar 2013).



(a) (b)

Sekil 2.4. Whipping olayinin yiiksek hizli kamera goriintiileri, (a) 25 fps, (b) 4000 fps
(Cimar 2013)

2.2.1. Elektro ¢ekimde nanolif olusumunda etkili olan parametreler
Elektro ¢ekim yontemine etki eden parametreler soliisyon, ortam ve proses
parametreleri olarak gruplandirilabilir (Andrady 2008). Bu parametreler asagida

anlatilmaktadir.

Soliisyon parametreleri

Polimer nanoliflerin elde edilebilmesi i¢in kullanilan polimer akiskan bir forma
getirilmelidir. Bunun i¢in polimer ya uygun bir ¢oziiclide ¢ozdiiriilmeli veya sicakligin
etkisiyle eritilmelidir. Polimer ¢ozeltisinin igerigi ve Ozellikleri elektro ¢ekimle elde

edilecek nanolif 6zellikleri iizerinde degisimlere neden olabilmektedir.

a) Molekiil agirhg
Molekiil agirhigr diger parametreler lizerinde de Onemli bir etkiye sahiptir.
Polimerlerden nanolif elde edilebilmesi i¢in makromolekiiller arasi etkilesim onem
arzetmektedir, yani polimerin belirli bir molekiil agirliginin tizerinde olmasi gerekir.
Diisiik molekiil agirligina sahip polimer cozeltilerinde boncuklanma (bead) goriiliir

(Cinar 2013). Uygun molekiil agirliginda tiniform nanolifler elde edilir.

b) Konsantrasyon ve viskozite
Cozelti viskozitesinin artmast lif ¢apinin artmasina da neden olur. Fakat ¢ok diisiik ve
yiiksek viskozite degerlerinde lif cap1 incelir. Viskozitedeki artisin boncuk olusumunu
engelledigini soyleyebiliriz. Viskozite artisi boncugun biiyiimesini ve diiz bir hal
almasini saglar (Cmar 2013) . Konsantrasyon ve viskozite birbirleriyle iligkilidir. Diigiik
konsantrasyonlarda liflerde boncuklara rastlanir. Yiiksek konsantrasyonlarda ise

uniform bir yapi1 elde edilir. Boncuklanma da daha az gozlemlenir (Cinar 2013) . Sekil



2.5’de konsantrasyon ve boncuklanma arasindaki iliski gosterilmektedir (Huang ve ark.
2003).

Boncuksuz yapi
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Sekil 2.5. Elektro ¢cekimde konsantrasyon ve boncuklanma arasindaki iliski (Huang ve
ark. 2003)

Deitzel ve ark. (2001) yaptiklari galismaya gore konsantrasyonun nanolifler iizerine
etkisi Sekil 2.6’daki gibidir. Sekilden de goriildiigii gibi uygun konsantrasyonlarda daha

tiniform nanolifler elde edilmistir.

Konsantrasyonun Arig Yani
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Sekil 2.6. Elektro ¢ekimde konsantrasyonun nanoliflerin 6zelliklerine etkisi (Celep
2007)

c) Yiizey gerilimi
Elektro ¢ekim prosesinin bir diger temel kuvveti de yiizey gerilimidir. Yiizey gerilim
katsayisinin diistiriilmesiyle daha ince filamentler elde edilir (Celep 2007) . Yiizey
gerilimi boncuklanmay1 arttirma ozelligine sahip olmakla beraber, yiizey geriliminin
azalmasiyla beraber boncuk olusumu engellenebilir (Cinar 2013).

Yiizey gerilimi; sollisyon konsantrasyonundan, elektrik alanindan ve sicakliktan

etkilenir (Andrady 2008).



d) Elektrik iletkenligi
Elektriksel yiikklenmeye maruz kalmis polimer damlalarinin sahip oldugu kuvvet elektro
¢ekim prosesinin temel kuvvetlerinden biridir (Celep 2007). Elektro ¢ekim prosesinde
¢oOzelti ile temas halinde olan elektrottan igne ucuna elektrik yiikii transferi olmaktadir.
Bundan dolay1 elektro ¢ekim isleminin gergeklesmesi i¢in minimum bir ¢ozelti
iletkenligi gereklidir. Aksi takdirde elektro ¢ekim yapilamaz (Andrady 2008). Cozelti
iletkenliginin artmasiyla beraber yiik tasima kapasitesi de artar. Ayrica boncuklarda

kii¢iilme goriiliir. Lif ¢cap1 azalir (Cinar 2013).

e) Coziicii
Diger tiim parametreleri sabitleyerek ¢oziiciiniin elektro ¢ekim prosesi iizerine etkisini
gozlemlemek ¢ok miimkiin degildir. Coziicliniin tiiriiniin birgok asamada etkisi vardir.
Cozlciiniin  buharlagsmasi esnasinda jetin katilasma orani, ¢Oziinmiis polimer
Zincirlerinin konformasyonu, biikiime ugrayan jetin kolay yiiklenebilmesi ¢dziiciiniin
turtiyle ilgilidir (Andrady 2008).
Coziiciiniin sahip oldugu iletkenlik, yiizey gerilimi, uguculuk ve dielektrik 6zellikleri

elektro ¢ekim prosesi i¢in 6nemlidir (Andrady 2008) .

Proses parametreleri

a) Besleme hiz1

Besleme debisinin artmasiyla beraber lif ¢ap1 ve boncuklanmada artis goriiliir. Lif
diizgiinsiizligiine de yol agar. Diigiik besleme debisi ise lif capinda varyasyon
goriilmesine sebep olur. Bundan dolay: {iniform ¢apta ve araliksiz nanolif iiretimi i¢in

optimum besleme hizi ayarlanmalidir (Andrady 2008, Cinar 2013).

b) Toplayici plaka ve diize arasi mesafe
Igne ucu ve toplayici plaka aras1 mesafenin artmas lif gapinda varyasyonun azalmasina

sebep olur. Ayrica boncuk biiytlikliiglinde de azalma olur (Sekil 2.7).



Kilcal Ug-Kollektdr Mesafesinin Artig Yani
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Sekil 2.7. Elektro ¢ekimde igne ucu ve toplayici plaka arasi mesafenin nanolifler
tizerine etkisi (Celep 2007)

Igne ucu ve toplayict plaka arasindaki mesafenin cok kisa olmasi toplayici plaka
tizerinde 1slak liflerin birikmesine sebep olur (Andrady 2008).

c) Diize i¢ cap1

Igne i¢ ¢apinin kiigiik olmas lif capinin da azalmasina yol agar fakat yiiksek viskoziteli
stvilarin gegisi i¢in de pratik degildir. Farkli tiplerde ve ozelliklerde igne ¢esitleri
mevcuttur. Genelde igneler sabit olmakla beraber hareketli olan tiirleri de mevcuttur
(Andrady 2008) .

d) Voltaj
Voltajin artmasiyla yiiklenen gerilim artmis olur. Bu da lif ¢apini kiigtiltiir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Elektro ¢cekimde gerilimin nanolifler {izerine etkisi (Celep 2007)

Elektro ¢ekim prosesinde genelde DC giic kaynagi kullanilir. AC gii¢ kaynagi
kullanilarak {iiretilen nanoliflerin ¢ap ortalamasi DC gii¢ kaynag ile iiretilen nanolif

caplarindan daha genis olmaktadir (Andrady 2008).

e) Toplayici plaka cinsi
Toplayic1 plakanin hareketli olup olmamasi, yapisi, sekli nanolif olusumu iizerinde

etkisi olan ozelliklerdir. Silindir yapili, hareketli toplayici plakalar {iniform nanolifler

elde edilmesini saglar (Andrady 2008).

Ortam parametreleri

a) Sicakhk
Yiiksek sicaklik ¢oziiclinlin buharlagsmasini hizlandiracagindan dolayr elektro c¢ekim
prosesi de hizlanir. Yiiksek sicaklik viskozitenin azalmasina ve ¢oziiniirliigiin artmasina

sebep olur. Ayrica daha {iniform nanolif elde edilmesini saglar (Celep 2007, Ding
2013).

b) Nem ve atmosfer kosullari
Nemin fazla oldugu durumlarda nanolif {izerinde su yogunlasir ve gozenekler olusur.
Elektro ¢ekim prosesinin atmosfer basinci altinda gerceklestirildigi durumlarda jet
olusumunda kararsizlik goriilebilir (Ding 2013).
c) Elektrik alani
Elektrik alani etkisine maruz kalan parcaciga etki eden bes farkli kuvvet vardir. Bunlar
elektrik kuvveti, itme kuvveti, ylizey gerilimi kuvveti, viskoelastik kuvvet ve yer¢ekimi
kuvvetidir (Cinar 2013). Sekil 2.9°da lif ¢api1 lizerine etki eden bazi parametreleri

goriilmektedir.
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Sekil 2.9. Elekto ¢ekimde farkli parametre-lif ¢ap1 iliskisi, (Kolektdr mesafesi, elektrik
gerilimi, akis hizi, konsantrasyon) (Cinar 2013)

2.3. Enzim iImmobilizasyonu

Enzimler, protein yapili spesifik biyokatalizorlerdir (Arslan 2004, Sariboga 2008).
Enzim molekiillerinde bulunan aktif merkezin substrati baglamasiyla bir enzim —
substrat (ES) kompleksi meydana gelir. Sekil 2.10°da bu durum gosterilmektedir
(Arslan 2004).

Siibstratin enzimle parcalanmasi

<5 -

Enzim  frrirbélge

Sekil 2.10. Bir substrat molekiiliinii baglayan bir aktif bolgeli enzimin sematik olarak
gosterimi

Enzimatik bir reaksiyonun hizini sicaklik, pH, substrat konsantrasyonu gibi faktorler

etkilemektedir (Arslan 2004) .
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2.3.1. Enzimler ve kullanildig1 endiistriyel alanlar

Enzimler; tip, tarim, ¢evre, tekstil, eczacilik, hayvancilik, gida, kagit, deterjan vb. bircok
endiistriyel alanda kullanilmaktadir. Cizelge 2.1°de siklikla kullanilan enzimler
belirtilmistir (Etci 2011).

Cizelge 2.1. Enzimlerin Kullanim Alanlar1 (Etci 2011)

Enzim

Kullanim Alam

Kolesterol oksidaz

Tip'ta kolesterol tayininde

Proteazlar, lipaz, amilaz

Deterjan sanayiinde

Laktaz, mikrobiyal proteazlar

Sit ve sut uriinleri endustrisinde

Pektinaz, seliilaz, limonaz

Meyve suyu sanayiinde

Proteaz, lipaz

Deri sanayiinde

Amilaz, glukoz izomeraz

Nisasta endiistrisinde

Katalaz, amilaz

Tekstil sanayiinde

Amilaz, amiloglikozidaz, pentosanaz

Ekmek sanayiinde

Rediiktaz, amilaz, fosfataz,

Analitik amagh analizlerde

oksidazlar
Termolizin Aspartam tiretiminde
Ksilenaz Kagit endiistrisinde

Papain, katalaz

Et sanayiinde

Penisilin amidaz, oksidaz

Eczacilikta

Enzimlerin biyosensorlerle kullanim alanlarina 6rnek olarak; toprak, hava ve su
kirliliginin kontroliinde kullanilmasi, seker hastalig1 teshisi icin kan ve idrarda glukoz
tayininde kullanilmasi, Ilaglarin kétii amagla kullanimi ve uyusturucu ile miicadele

ornek gosterilebilir (Arslan 2004).

2.3.2. Enzim immobilizasyonunun énemi

a) Enzim immobilizasyonu
Enzimler, suda ¢6ziinmeyen bir tasiyiciya fiziksel ya da kimyasal olarak baglanma ile,
suda ¢oziinmeyen bir kopolimere enzim molekiiliiniin monomer olarak katilmasi ile ve

suda ¢oziinmeyen bir mikrokapsiilde tutuklanmasi yontemleriyle immobilize edilirler
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(Etci 2011). Immobilizasyon, bu islemlerin tiimiinii kapsamakta olup her bir islem ayr1
bir immobilizasyon yontemidir.
b) Enzim immobilizasyonunun avantajlari ve dezavantajlari

Immobilize edilmis enzimlerin serbest enzimlere gdre bir takim avantaj ve

dezavantajlar1 vardir (Arslan 2004):

e Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilirler ve enzimlerin {iriinleri
kirletmesi gibi bir problem goriilmez.

e Bircok kez kullanilabilirler. Bundan dolay1 maliyeti diisiirmektedirler.

e Daha kararli olduklarindan dolay1 ¢evre kosullarina (Sicaklik, pH v.s.) kars1 daha
dayaniklidirlar.

e (Cok adimli reaksiyonlar i¢in uygundurlar.

e Mekanik calismalara yatkindirlar.

e Hazirlanmasi sirasinda maliyet daha yiiksek olur.

e Bazen serbest enzimlerden daha yiiksek bir aktivite gostermekle beraber genelde

daha diisiik aktiviteye sahiptirler.

2.3.3. Enzim immobilizasyon metodlar:
Birgok immobilizasyon yontemi olup bunlardan en yaygin olanlar1 sunlardir:

Adsorpsiyon, tutuklama, kovalent ve ¢apraz baglama.

a) Adsorpsiyon
En eski ve basit yontem olup, suda ¢oziinmeyen bir adsorbanin enzim ¢ozeltisi ile
karistirildiktan  sonra, enzimin fazlasinin yikanarak uzaklastirilmasi seklinde

gerceklestirilir (Sekil 2.11.). Kimyasal madde kullanilmadig1 i¢in hazirlanilmasi basittir

(Sariboga 2008).

<;z'ziksef olarak baglanma

Sekil 2.11. Enzimlerin adsorpsiyonla yiizeye fiziksel baglanmasi

Literatiirde nanolif yiizeylere fiziksel adsorpsiyon yontemiyle enzim immobilizasyonu

alaninda fazla caligma bulunmamaktadir. Bu alanda Wang ve arkadaglar1 yaptiklar
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caligmada polysulfone nanolif yiizeye lipaz enzimlerini fiziksel adsorpsiyonla
immobilize etmislerdir (Wang ve ark. 2006).

b) Tutuklama
Bu yontemde enzim molekiilleri herhangi bir tasiyiciya baglanmadan belirli bir ortamda

tutulur. Bu 6zelligiyle diger immobilizasyon yontemlerinden ayrilir. Tutuklama islemi
polimer matriksinde ve membranda (mikrokapsiilleme) olmak iizere iki sekilde
yapilabilir. Sekil 2.12’de mikrokapsiilleme yontemi sematik olarak gosterilmistir (Etci
2011).

Sekil 2.12. Enzimlerin mikrokapsiilleme yoluyla immobilizasyonu (Etci 2011)

c) Kovalent baglama

Yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Enzim ve matriks arasinda bulunan fonksiyonel
gruplar arasinda kovalent bag meydana gelir. Enzimin aktif bolgesinin bag olusumuna
katilmamas1 i¢in ¢ozeltiye inhibitor ilave edilir. Dezavantaj1 hazirlama islemlerinin ¢ok
karmagik olmasidir. Sekil 2.13’de kovalent baglama yontemi ile enzim

immobilizasyonu sematik olarak gosterilmistir (Sariboga 2008).

Enzim

Enzim

Sekil 2.13. Enzimlerin kovalent baglama yoluyla immobilizasyonu (Sariboga 2008)
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d) Capraz baglama
Kiigiik molekiillii bifonksiyonel gruba sahip yapilarin enzim molekiilleri arasinda baglar
yapmasiyla gerceklesir (Etci 2011). Sekil 2.14’de gapraz bagli immobilize enzimler

sematik olarak gdsterilmistir.

Sekil 2.14. Capraz bagli immobilize enzimler

Capraz baglamada kullanilan kimyasallarin bazilarinin formiilleri Sekil 2.15°de

verilmistir .
H.C C//O
- N—C—/0
7N, e
HC o (CHz)s\
-
H,c—c” N=—C=—0
\
H
Glutaraldehit Hekzametilendiizosiyanat
NO- NCO
02N4g\_>7|: SCNGCHS
F
1,5-Difloro-2,4-dinitrobenzen . 2-Izosiyanato-4-
izotiyosiyanato-toluen
SOzH SO5H B 0=S
_ O-s g
CI + + - N
Bisdiazobenzidin-2,2-disiilfonikasit N-Etil-5-fenilizoksazolyum-3'-sulfonat

Sekil 2.15. Capraz baglamada kullanilan bazi kimyasal maddelerin formiilleri (Sariboga
2008)

Sekil 2.16’da Glutaraldehid ile ¢apraz baglama yonteminin kimyasal mekanizmasi

gosterilmektedir.
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Sekil 2.16. Glutaraldehidle ¢apraz baglama yonteminin formiilii (Sartboga 2008)

2.4. Nanoliflerle Enzim Immobilizasyonu

Elektro ¢ekim metoduyla elde edilmis nanoliflerin spesifik yiizey alanlar1 ¢ok biiyiik
oldugundan dolayr uygulandigi cihazin verimliligini arttirmak i¢in ¢esitli
aplikasyonlarda kullanilagelmistir (Whang ve ark. 2009, Aykut 2012). Enzim
immobilizasyonunun kullanilan enzimlerin stabilitesini ve aktivitesini arttirdigl icin
avantajli bir metot oldugu rapor edilmistir (Demirkan ve ark. 2011). Elektro ¢ekim ile
tiretilen nanoliflerin yiizeyine enzimler immobilize edildiginde bu avantaj daha da
artmaktadir, ¢linkii spesifik ylizey alan daha fazla oldugu i¢in daha fazla enzim ylizeye
immobilize edilebilecektir. Literatiirde nanolif yiizeyine enzim immobilizasyonu

alaninda bir¢ok caligma bulunmaktadir.

PVA ile birlikte su igerisinde ¢cozdiiriilmiis siklodekstrin
glukanotransferaz enzimlerinden elektro ¢ekim ydntemiyle nanolifler elde edilmis,
iiretilen ortalama 176 +46 nm c¢aplarindaki nanolifler GA ile isleme tabi tutularak
enzimlerin nanolif igerisinde c¢apraz baglanma yontemiyle immobilize olmasi

saglanmistir. Yiiksek immobilizasyon verimi ve ayni sekilde ince film formunda
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tiretilen sisteme gore nanolifli numunelerde %31°e kadar artan oranlarda enzim

aktivitesi gozlemlenmistir (Saallaha ve ark. 2016).

Nanolif ¢ap1 ortalama 80 — 150 nm araliginda olan Kitosan/PVA nanolifler elektro
cekim prosesiyle iiretilmistir. Uretilen nanolifler 0.5 M Sodyum hidroksit (NaOH) ile
muamele ettirilerek PVA’nin nanoliflerden uzaklastirilmas: saglanmistir ve nanolif
capinda azalmaya sebep olmustur. Elde edilen yiiksek biyo uyumluluk, yiizey alani ve
gozeneklilige sahip kitosan nanoliflere GA baglayic1 ajan1 kullanilarak lipaz enzimi
immobilize edilmistir. Yapilan testler sonucunda kitosan nanolif yiizeylerin enzim
stabilizasyonunu arttirdigt ve enzim immobilizasyonunda tekrarli kullanimlar igin

uygun bir yiizey oldugu rapor edilmistir (Huang ve ark. 2007).

PA 6,6 nanolif yiizeyler proteazla enzimatik yontemlere gore modifiye edildikten sonra
lakkaz enzimi immobilize edilerek immobilizasyon verimliligi test edilmistir (Silva ve
ark. 2007). Kolay bulunabilir ve ucuz olan PA 6,6’dan elde edilecek nanolifler enzim

immobilizasyonu i¢in uygun bir malzemedir.

Lipaz enzimleri kapsiilleme yoluyla PCL nanolifler icerisinde immobilize edilmistir.
Immoblizasyon sonucunda hem su igerisinde hem de organik solventler icerisinde
yapilan aktivite testlerinde enzim aktivitesinde ve stabilitesinde artis gézlemlenmistir
(Song ve ark. 2012).

Gozeneksiz Seliiloz asetat (CA) nanolif, organik Montmorillonit katkili ve gozenekli
CA nanolif, gézenekli CA nanolif, organik Montmorillonite katkili ve gézeneksiz CA
nanolif olmak iizere dort farkli tipte Seliiloz asetat nanolif mebranlar elektro ¢ekim
metoduyla iiretilmis ve bu mebranlarin enzim immobilizasyonunda kullanilabilirliligi
incelenmigtir. Organik Montmorillonite katiliminin ve gozenekli olusun CA
nanoliflerde immobilize enzimlerin depolama ve kullanim stabilitesini arttirdig1 rapor
edilmistir. Dort tipteki nanolifler igerisinde en iyi sonucu organik Montmorillonite

katkili ve gozenekli CA nanoliflerin verdigi gozlemlenmistir (Zhang ve ark. 2016).

2.5. Proteaz Enziminin Tekstilde Kullanimlar:
Proteazlar, bir ¢ok enzim gibi protein yapili biyokatalizorlerdir. Proteazlar, proteinleri
daha kiiciik molekiillere hidroliz eden bir enzim grubudur. Tiim yasam formlar (Bitki,

hayvan, mantar gibi akla gelebilecek tiim canlilar) i¢in gerekli bilesikler olup ayni
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zamanda sayili biiyiik endiistriyel enzim gruplarindan da biridir. Bu oran, diinyadaki
endistriyel enzim marketinin yarisindan fazlasini olusturup her gecen yil artmaktadir

(Ahmetoglu 2011).

Bitkilerden proteaz iiretimi uzun siire gerektiren bir proses olup iklim kosullarindan
etkilenmektedir. Papain, keratinazlar, fisin ve bromelin en bilinen bitkisel kaynakli
proteazlardir. Hayvansal orijinli proteazlar yiliksek oranda saflastirilabilir. Kimotripsin,

pepsin, pankreatik tripsin ve renin hayvansal orijinli proteazlardir (Tekin 2008).

Tarimsal politikalarin sonucu olarak bitkisel ve hayvansal proteazlarin iiretiminde
kisitlamalar goriilmektedir. Bitkisel ve hayvansal proteazlarla ilgili bu durumdan ve
biyoteknolojik yoOntemlerle iiretilebilmesinden dolayr tiim diinyada mikrobiyal

proteazlara kars ilgi artis1 goriilmektedir (Tekin 2008).

Proteazlar, gida ve besin endiistrisi, deri endiistrisi, peptid sentezi, fotograf endiistrisi,
endustriyel atiklarin giderilmesi, medikal kullanimlar, deterjan endiistrisi ve tekstil
endistrisi gibi bir ¢ok endiistriyel uygulamalarda kullanilir. Proteazlar deterjan
endiistrisinde diisiikk sicakliklarda yikama olanagi saglamalariyla bilinirler. X-ray
filmlerinin kullaniminda giimiisiin geri alinmasinda, tedavi edici uygulamalarda, etlerin
yumusatilmasinda, kiimes hayvanlarinin tiily atiklarinda ve hayvanlarin derilerini

tiystizlestirmede kullanilir (Turus 2011).

Tekstil endiistrisinde 6zellikle yiin ve ipegin islenmesi sirasinda kullanilirlar. Kimyasal
yontemlere kiyasla ¢ok daha cevre dostu bir yontemdir. Yiiniin islenebilmesi icin
istenmeyen maddelerin giderilmesinde kullanilmaktadir. Enzimin miidahalesiyle daha
beyaz, temiz ve esnek lifler elde edilir. Ipekte ise lifin daha kaliteli ve uygun bir renkte
islenebilmesi igin gereklidir. Ham ipekte bulunan ve Kkalitesini diigiiren serisin
maddesinin proteazlar ile giderilmesi neticesinde daha parlak ve kaygan bir gériiniim
elde edilir. Kimyasal maddelere kiyasla elde edilen sonuglar ¢ok daha iyi olmaktadir.
Islem sirasinda ipegin yapisinda bulunan bir diger madde fibroinin daha az zarar

gérmesi saglanir. Ayrica zamandan tasarruf da saglanir (Ahmetoglu 2011).

Yiinlin agartma ve terbiye islemlerinde proteaz enzimlerinin kullanimiyla oldukga

olumlu sonuglar elde edilebilmektedir. Yiin lifleri proteazin bu asamalardaki muamelesi
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sonucu daha iyi biikiilme, kesme, sikistirma ve ¢ekme direnglerine sahip olmaktadir
(Senthilkumar ve ark. 2014).

Poliamit 6,6 (PA 6,6) lifinden elde edilen kumaslara proteaz enzimi uygulanarak yiizey
Ozelliklerinin artmasi saglanmaktadir. PA 6,6’1n 6zellikleri oldukea iyi olmakla beraber
su itici yapida olmasi hazir giyim endiistrisinde kullanim oranini sinirlandirmaktadir. Bu
oranin artirtlmasi amaciyla PA 6,6’a su emicilik 6zelliginin kazandirilmasi1 gerekir.
Bundan dolay1 proteaz enzimi uygulanarak diger su emici 6zellik kazandiran proseslere
gore daha biiyiik verim elde edilmektedir. Kimyasal proseslerde ortaya ¢ikan yiiksek
enerji kaybi1 ve elyaf Ozelliginde belirgin diisiis gibi sorunlar proteaz enziminin

kullanilmastyla biiyiik oranda ortadan kalkmaktadir (Begum ve ark. 2016).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. MATERYAL

3.1.1. Nanolif iiretiminde kullanilan polimerler ve yardimci kimyasallar
Polimer-polimer hibrit nanoliflerinin {retiminde kullanilan polimerler, polimerlerin
ozellikleri soyledir: Poliamid 6 (PA 6), kazein, polikaprolakton (PCL), kitosan, polivinil

alkol (PVA), albiimin (yumurta beyazi), seliiloz monoasetat, seliiloz triasetat.

3.1.2. Elektro ¢ekim soliisyonu hazirlamada kullanilan ¢oziiciiler ve diger yardimci
kimyasallar

Polimer-polimer hibrit nanoliflerinin iiretimi igin kullanilan polimerlerin ¢dziilmesinde
kullanilan ¢oziictiler soyledir: Deiyonize su, Formik asit, aseton. Ayrica kalsiyum,

magnezyum ve glimiis nitrat tuzlar1 da kullanilmistir.

3.1.3. Kullanilan enzimler
Enzim immobilizasyonunda ORBA Biyokimya (istanbul) firmasindan temin edilen

ticari proteaz enzimi kullanilmistir.

3.1.4. Enzim immobilizasyonunda kullanilan yardime1 kimyasallar
Enzimlerin fiziksel adsorpsiyonunun yani sira deiyonize su ile seyreltilmis gluteraldehit

ile de nanolif yiizeyi aktiflestirilerek; iiretilen nanolif {izerine enzim immobilizasyonu
saglanmstir.

3.1.5. Enzim aktivite testinde kullanilan kimyasallar

Enzim aktivite testlerinde substrat olarak kazein kullanilmistir. Yardimic kimyasal
olarak tirozin, NaOH, triklor asetik asit, fosfat tamponu, NaCOj3; ve folin ¢ozeltisi

kullanilmastir.

3.2. YONTEM

3.2.1. Elektro ¢ekim yontemiyle polimer nanoliflerin iiretimi

Uygun molekiiler agirliga sahip PVA ve PVA/albiimin deiyonize su igerisinde, PA 6,
PAG/Ca*™, PA6/Mg"", PA/kazein formik asit icerisinde, PCL ve PCL/CHI aseton
igerisinde, CMA, CMA/CTA ve CMA/AgNO, karisimi aseton igerisinde uygun
konsantrasyonlarda laboratuvar kosullarinda ¢o6zdiiriilerek soliisyon hazirlanmstir.
Hibrit yap1 olusumu i¢in polimerlerin yani sira yapiya kullanilan polimere gére AgNOs,

alblimin, polianilin, kitosan ve seliiloz tri asetat elektro ¢ekim soliisyonu hazirlama
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esnasinda eklenmistir. Sollisyonun hazirlanmasi manyetik karistirma ydntemine gore
gerceklestirildigi icin sollisyona katilan AgNOj3; karnistirmanin da etkisiyle Ag

nanoparcacik formuna dontismiistiir.

Elektrik alan

Polimer soliisyonu
Topraklannus metal plaka

I

Mikre pompa
Gii¢ kaynagt

Sekil 3.1. Elektro ¢cekim ile nanolif liretimi prosesinin sematik gosterimi

Sekil 3.1°den de goriildiigii gibi hazirlanan elektro ¢ekim soliisyonu iletken bir borudan
kontrollii bir sekilde akitilir ve bu iletken boruya yiiksek miktarda elektrik akimi
uygulanir. Tletken borunun tam karsisina belirli bir mesafede topraklanmis bir iletken
plaka yerlestirilir, iletken boruya yiiksek voltaj uygulandigi i¢in bu iletken borudan
topraklanmis plakaya dogru bir elektrik alani olusturulacaktir. iletken borunun
igerisinden akmakta olan soliisyon damlacig1 bu elektrik alan1 boyunca iletken borudan
topraklanmis plakaya dogru firlar ve plakaya ulasincaya kadar kat ettigi yol boyunca
uzar ve topraklanmig plaka tlizerinde nanolif formunda toplanir. Soliisyon igerisindeki
komponentlere gore hibrit nanolif yapisi olusmustur. Diger taraftan soliisyon
icerisindeki solvent yol boyunca uzamadan dolayi buharlasir ve uzayan polimer
sollisyonundan uzaklasir. Boylece sadece kuru polimer nanolif formunda plaka tizerinde
toplanir. Ayni sekilde hibrit olusturacak kimyasallar elektrospinning ¢ozeltisi igerisine
eklenerek polimer ile homojen bir ¢ozelti hazirlanmasi saglanacaktir. Boylece hibrit
nanolif yap1 elde edilmis olacaktir. FElde edilen nanoliflerin taramali elektron

mikroskobu ile morfoloji analizleri yapilacaktir.
3.2.2. Enzimlerin nanoliflere immobilizasyonu

Enzimler nanolif yilizeyine iki farkli sekilde immobilize edilecektir. Birinci
immobilizasyon seklinde likit enzim soliisyonu nanolif yiizeyine direk damlatilarak
fiziksel adsorpsiyon metoduyla enzimlerin nanolif yiizeyine immobilizasyonu

saglanacaktir. Ikinci yontemde ise nanolif yiizeylere ilk once suyla seyreltilmis
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gluteraldehit aktive edilecek ardindan enzim ¢ozeltileri yiizeye damlatilacaktir. Her iki
yontemden sonra immobilize enzimler 12 saat laboratuvar kosullarinda bekletildikten

sonra enzim aktivite testlerine tabi tutulacaktir.
3.2.3. Nanoliflerin karakterizasyonu

Uretilen nanoliflerin morfoloji analizleri Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)
analizleri, SEM — Zeiss evo 40 (Thermionic elektron tabancali) marka elektron
mikroskobunda yapilmistir. Nanoliflere SEM analizinden 6nce Bal-Tec SCDO005 cihazi
ile yiizeyde iletkenlik saglanmasi i¢in altin-paladyum ( Au-Pd) kaplamasi yapilmistir.
Lif caplart biiyik olan nanoliflerin morfolojik analizleri optik mikroskopla da
yapilmistir. Elektro ¢ekim ¢ozeltilerinin viskozite analizleri Anton Paar / MCR 302

cihaziyla yapilmistir.
3.2.4. Enzim aktivite ve tekrar kullanilabilirlik testleri
a) Enzim aktivite testi

Enzim aktivite testi Anson metodu modifiye edilerek ve kazein substrati kullanilarak
yapilmustir (Keay ve ark. 1970). Standart egri 0—60 pg/ml tirozin soliisyonu kullanilarak
¢izilmistir. Bir linite proteaz aktivitesi, 1 pg/mL tirozinin 6zgiir birakilmasi i¢in gerekli
olan enzim miktar1 olarak belirlenmigstir. Aktivite verimi asagidaki formiile gore

hesaplanmaistir:

Immobilizasyon verimi (%) = (Z"ﬂ) x 100
free

Denklemdeki ajmm immobilize enzim aktivitesi (U/ml) ve age ise immobilize olmadan

olgiilen serbest enzimlerin aktivitesi (U/ml) olarak tanimlanmistir (Schoemaker ve ark.
2003).

Toplam Proteaz Aktivitesinin Tayin Edilmesi

Toplam proteaz tayini Anson tarafindan Onerilen yontemin bir modifikasyonu ile
yapilmistir (Keay ve Wildi 1970) (Tekin, N. 2008., Turus, N. 2011., Ahmetoglu, N.
2011).

Proteaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla, substrat olarak %2’lik kazein c¢ozeltisi

kullanilmigtir. 2 gram kazein 20 mL 0.1 M NaOH igerisinde tamamen ¢oziiliinceye
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kadar siirekli karistirilarak isitilmigtir. Bu sekilde hazirlanan kazein ¢ozeltisinin hacmi
0.05 M fosfat tamponu (pH 7.0) ile 100 mL’ye tamamlanmis ve pH’s1 1/3 oraninda

seyreltilmis fosforik asit ile 7.0’ye ayarlanmistir.

Deneylerde 1 adet kor tlip ve her bir enzim 6rnegi i¢in 2 adet 6rnek tiipli kullanilmastir.
Her iki ornek tiipiine 1’er mL substrat ¢ozeltisi, kor tiipline ise 2 mL Triklor asetik asit
(TCA) ¢ozeltisi aktarilmisg ve tiipler 37°C’lik su banyosunda 10 dakika bekletilerek
reaksiyon sicakligina getirilmistir. Daha sonra substrat igeren tiiplere 1’er gr enzim
cozeltisi, kor tiipe ise 1 mL fosfat tamponu (pH 7.0) ilave edilerek 37°C’de 10 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda tepkime, 6rnek tiipler igerisine, 2 mL, 0.4 M
TCA ¢ozeltisi konarak durdurulmus ve kor tiipline ise 1 mL substrat eklenmistir. Bu
karisim, 37°C’de 20 dakika bekletildikten sonra olusan piitiirlii yapiy1 gidermek icin
6000 devir/dakika’da 10 dakika santrifiijlenerek siipernatant kismindan alian 1 mL’lik
orneklere, 5 mL 0.4 M NaCOj; ve 1 mL 1/3 oraninda seyreltilmis folin ¢ozeltisi
eklenmis, karisim vortekslendikten sonra 20 dakika oda sicaklifinda, karanlikta
bekletilmistir. Bu silire sonunda ¢dzeltinin optik yogunlugu, enzim aktivitesinin

belirlenmesi i¢in 660 nm’de kore karsi okunmustur.

Proteaz aktivitesi Ol¢limlerinde, standart egri 0-60 Ug/mL tirozin igeren ¢ozeltiler ile
hazirlanmistir. Yonteme gore 1 Ug/mL tirozin, 2 U/mL enzim aktivitesine karsilik
gelmektedir (Keay ve Wildi 1970). Enzim aktivitesi standart kosullarda, 1 Ug/mL

tirozin aciga ¢ikaran enzim miktari olarak tanimlanmistir.

b) immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilirlik testi

Nanolif ylizeyine immobilize edilen enzimlerin tekrar kullanilabilirligini test etmek i¢in
enzim immobilize nanolifler tekrarli hidroliz reaksiyonuna tabi tutulmustur. Her bir test
20 dakika silirmiistiir ve her testin sonrasinda nanolifler deiyonize su ile yikanip bir
sonraki test baslayincaya kadar 4 °C de muhafaza edilmistir. Reaksiyon ortami her
tekrarda yenilenmistir. ilk aktivite % 100 olarak tanimlanmistir. Immobilize olmamis

serbest proteaz enzimi aktivitesi 1495 (IU/ml) olarak ol¢tilmiistiir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Yapilan ¢aligmalarda genel olarak nanolifler elektro ¢ekim metoduyla iiretilmis, tiretilen
nanoliflerin yiizeyine enzimler immobilize edilmistir. Belirli bir siire uygun kosullarda
bekletildikten sonra enzimlerin nanolif yilizeyine fiziksel adsorpsiyon metoduna gore
iyice tutunmasi saglanmistir. Nanolif yiizeyine immobilize edilen enzimler tekrarli bir
sekilde kullanilarak kag tekrarda kullanilabilecegi ve her tekrarda enzim aktivitesindeki

diisiisler incelenmistir.

Sekil 4.1. Nanoliflerin SEM resimleri (a) kazein katkili poliamit 6 nanolifler, (b)
lizerine proteaz damlatilmis ve 1 saat laboratuvar kosullarinda bekletilmis a’daki
nanolifler, (c) 5 defa pes pese enzim aktivite testi yapilmis b’deki nanolifler

Sekil 4.1°de PA6/kazein nanoliflere proteaz enzimi immobilize edilip 5 defa pes pese
yapilan enzim aktivite testinden sonraki morfolojik goriintiillerinin SEM analizleri
verilmistir. Sekil 4.1(a)’da goriildiigii gibi elektro ¢ekim sonrasi iiretilen nanolifler
tiniform haldedir. Nanolifler ilizerine damlatilan enzimler nanolif yiizeyini ve aralarimni
doldurmustur (Sekil 4.1(b)). 5 tekrarli kullanim sonrasi enzimlerin biiyiik gogunlugu
ylizeyden gitmis kalanlarin ise aktiviteleri ihmal edilecek derecelerde azalmistir. Sekil
4.1(c)’den de gorildigi gibi aktivite testleri sonrasi nanolif iiniformitesi bozulmus

nanolifler aras1 baglant1 noktalar1 olugsmustur.
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4.1. Iyonik Tuz Yiiklii Poliamid 6 Nanoliflerle Enzim Immobilizasyonu

Silva ve arkadaslar1 PA 6,6 nanolifleri enzimatik yontemlerle aktive ederek lakkaz
enzimlerini immobilize etmislerdir (Silva ve ark. 2007). Naylon ylizeylerin igerdigi
fonksiyonel gruplardan ve modifikasyonundaki  kolayliktan dolayr enzim
immobilizasyonu i¢in uygun oldugu belirtilmistir. Yapilan ¢alisma naylon yiizeylerin
enzimlerin kovalent baglanmayla immobilizasyonunun yani sira fiziksel adsorpsiyon
metoduyla da immobilize edilebilecegini gostermistir.

Metal iyonlarinin enzim aktivitesinde degisiklige neden oldugu Reynolds ve arkadaslar
tarafindan rapor edilmistir (Reynolds ve ark. 1993) ca®, sr**, Ba** ve Mn?* iyonlar1
sitoplazmik enzimlerin tam performansla c¢alismasina yardimci olurken agir metal
iyonlarinin yavaslatici etkisinden bahsedilmistir. Yapilan bu kisimdaki ¢alismada PA 6
nanoliflere Ca?* ve Mg?* katilimimin immobilize enzim aktivitelerine olan etkisi
incelenmistir. Ca™", Mg"" ve kazein yiikli PA6 nanolifler elektro ¢ekim prosesiyle
tiretilmistir. Proteaz enzimlerinin fiziksel adsorpsiyon metoduyla iiretilen nanolifler
yiizeyine tutunmasi saglanmistir. Enzimlerin tekrar kullanilabilirligi test edilerek

yorumlanmustir.

Saf PA6 nanolif tiretimi i¢in % 15 wt PAG6 polimeri formik asit igerisinde laboratuvar
kosullarinda manyetik karistirma yontemiyle c¢ozdiiriilerek elektro ¢ekim soliisyonu
hazirlanmistir. Hazirlanan soliisyon igerisine polimer miktarini referans alarak % 20 wt
oraninda CaCl;, MgCl,, ve kazein katilarak homojen soliisyonlar hazirlanmistir.

Hazirlanan soliisyonlar elektro ¢ekim islemine tabi tutularak nanolifler iiretilmistir.
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Enzim immobilize edilmemis nanolifler Enzim immobilize edilmis kullamilmis nanolifler

Sekil 4.2. Elektro ¢ekimle iretilmis (al) saf poliamit 6, (bl) CaCl2 ve (c1) MgCl2
yiiklii PA6 nanolifler, ve ayni nanoliflerin 5 aktivite testi sonrast SEM resimleri (a2) saf
PAG, (h2) CaCl2, ve (c2) MgCI2 yiiklii PA 6 nanolifler

Saf PA6, CaCl, ve MgCl, yiiklii nanoliflerin morfolojik goriintiileri Sekil 4.2°de
verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi uniform ve oval gapli saf PA6, CaCl, ve MgCl,
yiikli nanolifler elde edilmistir (Sekil 4.2 al, bl, ve cl). Diger taraftan enzim aktivite
testlerine tabi tutulduktan sonra enzim immobilize edilmis nanoliflerde morfolojik
degisiklikler meydana gelmis, nanolif iiniformitesi bozulmus, nanoliflerin sismesinden

dolay1 nanoyiizey igerisindeki gozeneklilik azalmistir (Sekil 4.2 a2, b2, ve c2).
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Sekil 4.3. MgCI2 ve CaCl2 yiiklii PA6 nanoliflerin Energy dispersive X-Ray spektra
(EDX) grafikleri

MgClI, ve CaCl, yiiklii PA6 nanoliflerin elemental analizleri energy dispersive X-Ray
spectra (EDX) yontemiyle 6l¢iilmistiir (Sekil 4.3.). Nanolifler i¢erisindeki elementlerin
temsil ettigi pikler grafikte de gortldigi gibi Sekil 4.4°deki gibi sunulmustur.
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Sekil 4.4. Yiizeyine proteaz enzimleri immobilize edilmis saf, Ca++, Mg++, ve kazein
yiiklii PA6 nanoliflerin tekrar sayisina bagli aktivite testi grafikleri

Tekrarli kullanimlar sonucu immobilize enzim aktivitelerinde diisiis grafikleri Sekil
4.4’de verilmistir. Proteaz enziminin immobilizasyon verimliligi saf PA6 nanolifler
icin yaklasik olarak % 60 iken; Ca"" yiiklii PA6 nanolifler icin % 57, Mg™" yiiklii PA6
nanolifler i¢in % 51 ve Kazein yiiklii PA6 nanoliflerde ise % 80 olarak olgiilmiistiir.
Tekrar kullanim miktar1 arttikga enzim aktivitesi diismistiir. Bu diisiis enzimlerin
fiziksel olarak nanoliflerde uzaklasmasi ve her kullamimda enzimlerin zamanla
bozulmasindan kaynaklanmaktadir. 3 tekrarli test sonrasi saf PAG ile Ca™ ve Mg™*
yiiklii PA6 nanoliflerde sirasiyla % 48, % 45 ve % 37 oraninda bir enzim aktivite

verimliligi gozlemlenmistir. Diger taraftan kazein yiiklii PA6 nanoliflerde bu oran %
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8’¢ kadar diigmiistiir. Bu diislisiin sebebi enzimlerin nanoliflerin biinyesindeki kazeini

de siibstrat olarak kullanmasindan kaynaklanmaktadir.

4.2. Albiimin (Yumurta Beyazi) / PVA Kompozit Nanoliflerle Enzim
Immobilizasyonu

Bu calismada albiimin igerikli yumurta beyazi, PVA/su ¢ozeltisine farkli oranlarda
katilirak elde edilen ¢ozeltiden nanoliflerin {iretilebilirligi incelenmis ve sonrasinda
nanoliflere ise proteaz enzimi immobilize edilerek enzimlerin tekrar kullanilabilirligi
tekrarli enzim aktivite testeleriyle irdelenmistir.

Hazirlanan %10’luk PVA/su ¢ozeltisinde elektro g¢ekim islemiyle tiniform PVA
nanolifler elde edilmistir (Sekil 4.5). Ayni ¢ozelti igerisine azdan ¢oga dogru ti¢ farkli
miktarda pismemis tavuk yumurtasinin beyaz kismi katilarak manyetik karistiriciyla
karisimi saglanmistir. Elde edilen c¢ozeltiler elektro cekim islemine tabi tutularak

nanoliflerin liretimi saglanmistir.

28



P TT ey —ror o 27242000
[F— wruim - = 6

Yiizde orani (%)

Hanolif Gapi (nm}

Yiizde orani (%)
- 3 8 8 & 8

8 &R 88§ 8 8
g 8 8 8 8 8 8

a & & o

Nanolif Gapi {nm}

Yiizde orani (%)

g 8 8

Nanolif G api {nm}

Yiizde orani (%)
- 3 8 8 & 3

4

5

'BEEEE
'EREEE

Nanolif Gapi {nm})

100-180
180-200

Sekil 4.5. Albumin katkili PVA nanolifler: (A1, A2) Saf PVA, (B1, B2) PVA/Albiimen
(90/10), (C1, C2) PVA/Albiimen (70/30), (D1, D2) PVA/Albiimen (50/50).

Sekil 4.5’de gortldiigii gibi PVA/Su ¢ozeltisi igerisinde yumurta aki miktart diisiik

konsatrasyonda oldugunda nanolif tiniformitesi bozulmazken (Sekil 4.5) (B1, B2),

yumurta aki arttikca elde edilen nanolifler iizerindeki boncuklanma miktar1 artmistir

(Sekil 4.5) (C1, C2 ve D1, D2). Diger taraftan boncuklanma arttik¢a ortalama nanolif

capinda da biiyiik diisiis meydana gelmistir.
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Sekil 4.6. Farkli oranlardaki PV A/albiimin elektro cekim soliisyonlarinin reolojik
incelenmesi:Kesme Hizi-Kesme Dayanimi (solda) ve Kesme Hizi-Viskozite (sagda).

Nanolif {iniformitesindeki bu degisimden dolayi, albliiminin PVA/su c¢dozeltisine
katilmasiyla elektro ¢ekim soliisyonunun viskozitesinde farklilagsmaya sebep oldugu
bilinmektedir. Bunun i¢in farkli oranlarda PVA/su ve albiimin ¢6zeltileri hazirlanarak
sollisyonlarin reolojik incelemeleri yapilmistir. Bu kapsamda 2 derecelik koni agisina
sahip koni-plaka tipi bir reometre ile soliisyonlarin artirilan Kesme Hizi-Kesme
Dayanimi ve Kesme Hizi-Viskozite grafikleri ¢izdirilerek incelenmistir (Sekil 4.6).
Grafiklerden de gozlemlendigi gibi soliisyon igerisindeki albiimin orami arttik¢a artan
kesme hizinda ¢ozelti blinyesinde daha az stres tutmaktadir. Diger taraftan soliisyon
viskozitesi PVA-su-albiimin soliisyonu igerisindeki albiimin orani arttik¢a azalmaktadir.
Nanolif morfolojisinde olusan boncuklanmanin azalan viskoziteden kaynaklandigi
goriilmektedir. (Rathna ve arkadaslarinin yaptigi yumurta beyazi-PVA nanolif

caligmasinda da benzer trend gozlemlenmektedir (Rathna ve ark. 2011).
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Sekil 4.7. Tekrar sayisina bagli enzim aktivite testi grafikleri: (A) Albiimin ve
albiimin/GA, (B) PVA ve PVA/Albiimin nanolifler, (C) Su ile seyreltilmis GA ile
aktive edilmis PVA ve PVA/Albiimin nanolifler, ve (D) Aseton ile seyreltilmis GA ile
aktive edilmistir

Tekrarli kullanimlar sonucu immobilize enzim aktivitelerinde diistis grafikleri Sekil
4.7°de verilmistir. Albiimin ve GA katkili albiiminin enzim aktivitelerindeki degisim
tekrar sayisina gore grafikleri Sekil 4.7 A’da verilmistir. Sekilden de goriildiigi gibi GA
katilimi olmadan once albiimin tek sefer kullanilabilmis, GA katilimiyla albiimin
molekiillerinin birbirine ¢apraz baglanarak stabilizasyonu saglanmis ve enzimlerin bu
molekiiller icerisine tutuklanmasi saglanmistir. Boylece enzimler tekrarli bir sekilde
kullanilabilmistir. Sekil 4.7 B’de, farkli oranlarda albiimin katkili PVA nanoliflere
immobilize edilen proteaz enzimlerinin tekrarli kullanimlarina bagl enzim aktivite
grafigi verilmistir. Grafikten de goriildiigli gibi enzimler fiziksel olarak nanolif ylizeyine
tutturuldugu i¢in enzim aktivite testi 5 tekrara kadar yapilabilmistir ve tiim numunelerde
tekrar sayisina bagli olarak benzer aktivite azalisi1 gézlemlenmistir. Sekil 4.7 C’de, PVA
ve PVA/albiimin nanoliflere dnce su igerisinde seyreltilmis GA damlatilarak nanolif
yiizeyi aktif hale getirilmis daha sonra enzimler yiizeye immobilize edilmeye calisilmis
ve enzim aktivite testine tabi tutulmustur. GA aktive edilmis numunelerde aktivite testi

7 tekrara kadar yapilabilmistir. Ayn1 konsept GA’1n aseton igerisinde seyreltilmesiyle
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denenmistir (Sekil 4.7 D). Sekilden de goriildiigii gibi yine enzim aktivite testi 7 tekrara
kadar yapilabilmistir. Diger taraftan nanolif igerisindeki alblimin oraninin artmast,
enzim aktivitesinde az miktarda diisiise sebep olmustur. 7 tekrardan sonra bile 50/50

PV A/albiimin numunesinde enzim aktivitesi gdzlemlenmistir.

Papain enzimi yiiklenmis PVA nanoliflere buhar fazindaki gluteraldehitin uygulanmasi
sonucu nanolif icerisindeki polimer zincirlerin ¢apraz baglanmasiyla enzimlerin lif
icerisinde immobilizasyonunu Cortez ve arkadaslart g¢alismis, enzimlerin Kkatalitik
aktivitelerinin 6 dongiiye kadar devam etigi rapor edilmistir (Cortez ve ark. 2015). Bu
tez calismasinda ise tretilen PVA ve PVA/albiimin nanoliflere su ve aseton ile
seyreltilmis GA damlatilmis ardindan proteaz enzimleri yiizeye immobilize edilmistir.
Enzim aktivitesi altinct dongiiye kadar her numunede gozlemlenmistir. GA ile
aktiflestirilmis alblimin katkili PVA nanoliflerde hem dongii saysina bagli olarak
aktivite diisiisiiniin daha az oldugu hem de dongii sayisinin 7’ye kadar ¢iktig

gbzlemlenmistir.

4.3. Giimiis Nanoparcacik Yiikli Selilloz Monoasetat Nanoliflerle Enzim
Immobilizasyonu

Seliiloz esasli nanoliflerin tasidigi fonksiyonel gruplardan ve bu gruplarin kolaylikla
modifikasyonun saglanabildiginden dolayr enzim immobilizasyonunda potansiyel
olarak kullanilabilecegi Sulaiman ve arkadaslari tarifindan yapilan literatiir ¢alisma
makalesinde belirtilmistir (Sulaiman ve ark. 2014). Bu kapsamda saf seliiloz asetat ve
giimiis katkili seliiloz asetat nanolifler iretilerek enzim immobilizasyonunda
kullanilabilirligi incelenmistir. Petkova ve arkadaslar1 giimiis nanoparcaciklarin enzim
immobilizasyonu i¢in uygun materyaller oldugunu rapor etmislerdir (Petkova ve ark.
2012).

Bu kapsamda % 15 lik seliiloz monoasetat/aseton ¢ozeltisi igerisine bir miktar giimiis
nitrat (AgNOs3) katilarak, manyetik karistiriciyla ¢ozdiiriilmesi saglanmistir. Cozelti
icerisinde zamana ve manyetik karistirmaya bagli olarak gilimiis nanopargaciklar
olusmustur. Elde edilen glimiis nanopargacikli seliiloz asetat/aseton ¢ozeltisi elektro
¢ekim islemine tabi tutularak glimiis nanopargacik yiiklii selilloz asetat nanolifler elde

edilmistir (Sekil 4.8 A,B).
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Sekil 4.8. Ultra incelikteki (A, B) CMA/Ag, ve (C, D) saf CMA nanoliflerin SEM
resimleri

Nanolif igerisinde ve yiizeyindeki giimiis nanoparcaciklar Sekil 4.8B’de ok isaretiyle
gosterilmistir. Karsilastirma amaciyla ayni yontemle elde edilmis saf seliiloz nanolifler
Sekil 48 C ve D’de gosterilmigtir. Sekillerden de goriilecegi gibi giimiis
nanoparcaciklarmin nanolif yapisina katilmiyla nanolif iiniformitesi digmiis ve bead-

on-the-string yap1 denilen lif iizerinde boncuklu yap1 goriintiisii meydana gelmistir.
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Sekil 4.9. Yiizeyine proteaz enzimleri immobilize edilmis CMA, CMA/Ag, CMA/GA,
CMA/Ag/GA nanoliflerin tekrar sayisina bagli enzim aktivite testi grafikleri
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Tekrarli kullanimlar sonucu immobilize enzim aktivitelerinde diistis grafikleri Sekil
4.9°da verilmistir. Grafikten de goriildiigii gibi tekrarli kullanimlarda en iyi sonucu GA
ile modifiye edilmis CMA nanolifler vermistir. 4. kullanima kadar GA modifiyeli CMA
nanoliflerde immobilize edilmis enzim aktivitelerinde ciddi bir azalis goriilmemis,
devam eden tekrarlarda enzim aktivitesinde azalma gorilmistiir. Diger taraftan 7.
kullanim sonrasinda bile enzimlerin halen aktif oldugu gozlemlenmistir. CMA nanolif
yapisina giimiis nanoparcaciklarin katilimi GA ile modifiye edilmesine ragmen tekrarli

kullanim sayisini1 arttirmamaistir.

4.4. Seliilozik (Selilloz Monoasetat/Seliilloz Triasetat) Nanoliflerle Enzim
Immobilizasyonu

Ortalama c¢ap1 500 nm olan ultra incelikte seliiloz lifleri elektro ¢ekimle elde edilen
seliiloz asetat liflerin alkali ortamda hidrolize edilmesiyle Wang ve arkadaslar
tarafindan dretilmistir (Wang ve ark. 2004). Selillozun yapisinda bulunan asetil
gruplarinin miktarinin immobilize edilen enzim miktarina etki ettigi rapor edilmistir. Bu
kapsamda immobilizasyo yiizeyinde asetil gurup miktarmi arttirmak igin seliiloz

monoasetat nanoliflere seliiloz triaseta katilarak saglanmasi amaclanmaistir.

Sekil 4.10. Ultra incelikteki (A, a) CMA, ve (B, b) CMA/CTA nanoliflerin optik
mikroskop resimleri, ve CMA nanoliflerin SEM resmi

% 15 oraninda olacak sekilde selilloz monoasetat, aseton igerisinde laboratuvar
ortaminda ¢ozdiiriilerek elektro ¢ekim soliisyonu hazirlanmistir. Elde edilen ¢ozeltiden
saf CMO nanolifler tiretilmistir (Sekil 4.10a.). Ayni ¢ozelti igerisine bir miktar seliilloz
tri asetat katilarak hibrit nanolif yap1 elde edilmek istenmistir. Fakat ¢ozeltiye seliiloz tri
asetat katildiktan sonra tniform lif yapisi elde edilememistir. Yap1 partikiillerden

olusmus bir yiizey goriintiisti vermistir (Sekil 4.10b.).
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Sekil 4.11. Yiizeyine proteaz enzimleri immobilize edilmis CMA, CMA/CTA,
CMA/GA, CMA/CTA/GA nanoliflerin tekrar sayisina bagli enzim aktivite testi
grafikleri

Tekrarli kullanimlar sonucu immobilize enzim aktivitelerindeki diisiis grafikleri Sekil
4.11°de verilmistir. Saf CMA nanolifler ve CMA/CTA hibrit yapinin aktivitesi 5.
kullanim sonrasi sonlanmistir. CMA ve CMA/CTA nanoliflerin GA ile modifiye
edilmesi immobilize enzimlerin kullanim sayisini arttirmistir. Fakat elektro g¢ekim
soliisyonuna katilan CTA molekiilleri iiretilmek istenen CMA/CTA nanoliflerinde
tiniformiteyi bozmus; nanolif yerine CMA/CTA hibrit yapist olusmustur. Bu durum
tekrarli kullanimlar sonucu enzim aktivitesinde diisiise sebebiyet vermistir. CMA/CTA
yapisinin nanolif yerine partikiil yapida olmasi tekrarli kullanimlar sonrasi sistemden
enzimlerin partikiillerle uzaklagsmasina sebep olmustur. Bu da enzim aktivitesinin

diisiistine sebep olmustur.

4.5. Polikaprolakton (PCL)/Kitosan Kompozit  Nanoliflerle  Enzim

immobilizasyonu

Poliamit 6/kitosan nanoliflerin enzim immobilizasyonunda kullanimint Maryskova ve
arkadaglari, dretilen nanoliflere lakkaz immobilize edip aktivitedeki artisi
gozlemleyerek rapor etmislerdir (Maryskova ve ark. 2016). Lipaz enzimlerinin PCL
icerisine enkapsiile edilmesiyle immobilizasyonu Song ve arkadaslar1 tarafindan
calisgilmistir (Song ve ark. 2012). Yapilan bu c¢alismada PCL/kitosan nanolifler
tretilerek  fiziksel adsorpsiyonla enzim immobilizasyonunda kullanilabilirligi

incelenmistir.
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Yapilan bu g¢alismada ultra incelikte PCL ve PCL/kitosan nanolifleri elektro ¢ekim
yontemiyle iiretilmistir. ilk 6nce % 15°lik PCL/aseton ¢dzeltisi laboratuvar kosullarinda
hazirlanmis, PCL tamamen ¢oziiliip seffaf bir ¢ozelti goriintiisii elde edildikten sonra ii¢
farkli miktarda kitosan toz halinde, elde edilen cozeltiye eklenmistir. Laboratuvar
ortaminda yaklagik iki saat manyetik karistiriciyla karistirildiktan sonra elektro ¢ekim
islemine tabi tutulmustur. Elde edilen liflerin mikroskop goriintileri Sekil 4.12°de

verilmistir.

Sekil 4.12. Ultra incelikteki PCL/CHI hibrit nanoliflerin mikroskop resimleri: (a-b) saf
PCL lifler, (c-d) PCL/CHI (90/10), (e-f) PCL/CHI (50/50) nanolifler

Sekilden de goriildiigii gibi yapi1 igerisindeki kitosan miktar1 arttik¢a kitosanin ¢ozelti
igerisindeki ¢oziinmeyen kisminin artmasindan dolayi kitosanlar pargacik halinde lif

icerisinde ve yiizeylerinde toplanmaistir.
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Sekil 4.13. Yiizeyine proteaz enzimleri immobilize edilmis PCL, PCL/CHI, PCL/GA,
ve PCL/GA/CHI nanoliflerin tekrar sayisina bagl enzim aktivite testi grafikleri

Tekrarli kullanimlar sonucu immobilize enzim aktivitelerinde diisiis grafikleri Sekil
4.13’te verilmistir. PCL nanolif yapisina kitosanin katilimi enzim aktivitesinde ve
tekrarlt kullanim sonuglarinda ciddi degisikliklere sebep olmamistir. Hatta iiretilen tim
PCL/kitosan nanolif numuneleri GA ile modifiye edilmesine ragmen sonuglarda ciddi

farkliliklar gozlemlenmemistir.

SEM ve optik mikroskop resimlerine bakildiginda firetilen nanoliflerde kitosan
partikiilleri PCL nanolifler igerisine gémiilii haldedir ve PCL tarafindan enkapsiile
edilmis vaziyettedir. Bu da PCL/kitosan hibrit nanoliflerde, kitosan yapida olsa bile
PCL tarafindan kapsiillendigi i¢in dis katmanin PCL’dan meydana geldigini
gostermistir. Yani yapiya kitosan katilsa bile enzimlerin immobilizasyonda sadece PCL
ile temas edecegi ve kitosanin immobilizasyonda herhangi bir fonksiyonunun olmadigi

sonucuna varilmaktadir.
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5. SONUCLAR

PA 6, PVA, CMA ve PCL polimerlerinden elde edilmis nanoliflerde fiziksel
adsorpsiyonla proteaz enzimi immobilizasyonunun etkisi dongii sayisinin kalan

aktiviteyle olan iliskisi karsilastirmali olarak Sekil 5.1°de verilmistir.

GA ile modifiye edilmis
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Sekil 5.1. Yiizeyine proteaz enzimleri immobilize edilmis (A) PA6, PVA, CMA, ve
PCL nanoliflerin tekrar sayisina bagli enzim aktivite testi grafikleri, (A) daki

nanoliflerin GA ile aktive edildikten sonra enzimler immobilize edilip testlerin yapilmis
hali

Fiziksel adsorpsiyonda yiizeyin yiikii 6nem arz etmektedir. CMA’da goriilen tekrar
sayisina gore immobilize enzimlerdeki verimlilik distisiindeki azlik CMA’nin
ylizeyinin fiziksel adsorpsiyon igin daha uygun bir yiizey olmasimin sonucudur. GA ile
modifiye edilmis nanolif yapilarda yine en iyi sonucu CMA nanolifler vermistir.
Yapilan deneysel ¢alismalarda, fiziksel adsorpsiyonla enzim immobilizasyonunda CMA
bazli nanoliflerin yiizey olarak kullaniminin en iyi sonuclar1 verdigi gozlemlenmistir.
Nanolif yiizeyleri gluteraldehit ile aktiflestirildiginde immobilizasyon verimliligi ve
stabilitesi bir miktar artmistir. Diger taraftan polimer nanolif yapisina Ca™, Mg,
kazein, albiimin, glimiis nanoparcacik, kitosan ve seliiloz tri asetat gibi kimyasallarin
katilimiyla elde edilen hibrit nanolif yapilarin fiziksel adsorpsiyon metoduyla enzim
immobilizasyonunda kullaniminda belirgin stabilite artist gozlemlenmemistir. PA
6/kazein nanoliflerde immobilize enzim aktivitesindeki diisiis proteazin nanolif
icerisinde bulunan kazeini de substrat olarak parcalamasindan kaynaklanmistir.
Albliminin PVA nanolif yapisina katilimiyla immobilize enzim aktivitesi bir miktar
artmistir. Giimiis nanoparcacik ve CTA’in CMA nanolif yapisina katilimi saf CMA
nanoliflerle kiyaslandiginda immobilize enzim aktivitesinde bir miktar diisiise neden

olmustur.
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