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OZET

Endustriyel bir enzim olan MaltogenaBacillus subtilisin genetik modifiye
bir soyuyla Uretilmi ve ekspreseBacillus stearothermophilusden elde edilen
sicaklga dayanikli bir maltogeniki-amilazdir. Ngastayr ve maltodekstrini 1@-
glikozidik baslarindan maltoza hidroliz eder. Radikalik emulsiypolimerizasyon
teknigi  kullanilarak stiren, divinil benzen ve polimerizegluteraldehit
monomerlerinden yeni bir membran polimer sentezleréolimerin yapisi,
spektroskopik (FTIR, UV, Xsini Difraksiyonu) ve termal (DSC) analiz metodlari
ile aydilatiimaya cadildi. Bu membran polimere maltogenaz enzimi immasil
edilerek membran biyoreaktor elde edildi. Serbegtrein kinetik parametreleri olan
Km deseri 34,39 g MDI/L, \, degeri 18,83g maltoz/L.dak. olarak belirlendi. Substra
olarak %20 (W/V) maltodekstrin kullaniiginda serbest ve immobilize enzim igin
optimum pH ve sicaklik dgerleri sirasiyla 6, 6% oldysu bulundu. Biyoreaktdriin

en az 48 saat cana dmrine, 90 gin depolama suresine sahigzaltespit edildi.



SUMMARY

Maltogenase ,an industrial enzyme, is a heat-lestalpha-amylase from
Bacillus stearothermophilus expressed in and produced by a genetically modified
strain of Bacillus subtilis. It hydrolizes a-(1,4)- glycosidic bonds of starch and
maltodextrin to form maltose. The enzyme was caviy immobilized onto a new
polymer synthesized by radicalic emulsion polymaion method using styrene,
divinyl benzene, and polyglutaraldehyde. The stmgctof the polymer was
determined by using spectroscopic (FTIR, UV, X-RRyraction) and thermal
analysis methods. The polymer containing the enzymas used as a membrane

bioreactor.

Optimum pH and temperature using 20% (w/v) malttdiex(MD) as
substrate for soluble enzyme were 6, andCg%espectively. Kinetic parameters of
soluble enzyme were also determined:, &d \/, were 34,39 g MD/L, 18,839
maltose/L.min, respectively. It was shown that meanb bioreactor could be used
for the continuous production of maltose from madtetrin. There was no decrease
in activity during 48 h continuous operation. Inddmbn, the immobilized enzyme

has been active on storage for 45 days.
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UF Ultrafiltrasyon

MF Mikridfasyon

DVB-S Divinil benzen-stiren polimeri

PGL Poligluteraldehit

DVB-S-PGL Divinil benzen-stiren-poligluteraldehiblmeri
DVB-S-PGL-PGL Poligluteraldehit ile modifiye olrglDVB-S-PGL
FTIR Fourier Transform Infrared

DSC Differantial Scanning Calorimeter

AFM Atomic Force Microscopy

SEM Scanning Electron Microscopy

pH -log [H]

MD Maltodekstrin

TLC Ince Tabaka Kromatogrofisi

MANU pH 5.0'de 60C’de maltotriozun 1 dakikada

1 mikromolinu hidroliz eden enzim miktari
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1.GIRIS

Gunumuzde bilimler multidisipliner bir catida bgtnaktadir. Tiptan, ziraata,
molekiler biyolojiden bilgisayar destekli kimyayderi malzeme teknolojisinden
biyokimyaya, cevre bilimlerinden bilgisayar bilinniee kadar pekcok bilim bilgi
birikimini biyoteknoloji ¢catisinda pay$ama sunmgtur. Biyoteknoloji canlinin veya
canli bunyesindeki biyolojik materyallerin modifiyedilerek veya edilmeyerek

Uretime, teknolojiye adapte edilmesidir.

Enzimler, kararl kaldiklari 6zgul pH ve sicaklikabklari olan , maksimum
aktivitelerini gosterdikleri optimum pH ve sicakli#teserlerine sahip, birinci ve
sifirinci dereceden katalitik reaksiyon veren, amasit monomerli polimerlerdir.
Ayrica stereosecicilik, reaksiyon vegdortama bgli olarak triin konfigrasyonunda
degisiklik, hizli katalitik aktivite gibi dper katalizérlerde olmayan 6zelliklere

sahiptirler.

Enzimler serbest halde biyoreaktorlerde kullantlmhk sonra hem geri
kazanilamazlar hemde bir ¢ok parametredeki katri cok sinirhdir. Bu tir
durumlar Grin maliyetine yansir. Enzimler Uzerindgéikli veya yiksiz gruplar
kullanilarak adsorpsiyon gibi fiziksel etkglmelerle, kovalent Bdanma, capraz
baglanma ile veya molekll hacminden yararlanilarak seape gibi tekniklerle
polimerik, seramik, biyopolimerik, metal, kompozinalzemelere immobilize
edilmektedir. immobilizasyon sonucunda enzim pekcok nitelik kab#dnsektedir.
Ayrica bu sayede Uretime yonelik olarak enzim dekiekrar Uretime yodnelik

kullanilabilir.

Poligluteraldehit (PGL), enzim immobilizasyon tekierinde Uzerinde
bulunan karbonil gruplari nedeniyle capraglbma icin sikca kullanilan kimyasal
bir maddedir. Capraz Blamanin yaninda enzim karargini arttirici, adsopsiyonu
kovalent bga donigturicu niteliklere sahiptir. Yapisindaki rezonardi Imedeniyle,
enzimlerle yapmi oldugu shiff bazi reaksiyonlarinin ortama ghaolarak geri

donsimine engel olmaktadir.



Membran prosesler temel bir proses olarak ayirglamierinde uzun
zamandan beri kullaniimaktadirileri malzeme teknolojisi olan membran
teknolojileri biyoproses muhendigine uyarlanmygtir. Tablo 1.1’de membran
cesitleri, Uretim prosedurleri verilngiir. Bu membranlar enzim ve mikroorganizma
immobilizasyonu igin kati matriks olarak kullanilgza bglanmstir. Son yillarda
biyokatalitik membran reaktorlerin  kigyle, bu reaktorlerin  matematiksel
modellenmesi, tasarimi, kinetik gahalari oldukca cazip hale gektir. Gelismis
ulkelerde, biyokatalitik membran prosesleri kisadiire icinde ¢ok sayida uygulama
alani bulmasina pmen, endustriyel anlamda olduk¢a yeni bir tekndiqji
Literatirde katalitik membran proses olarak sindiailabilecek ilk cakmalar
1970’li yillarin sonlarinda yer almaya gt@mis, dinyada biyoteknoloji alaninda
kaydedilen ilerlemelerinsigl altinda, 6zellikle son 10 yilda ¢ok sayidasarea
yapilimstir. Tek fazli veya bifazik akkanlar i¢gin cok uygun olan membranlargya
sanayinden gida sanayine, ila¢ sanayinden aritrkaoltgilerine, fermentasyon
teknolojilerinden zirai sanayiiye kadar bir ¢colamadla kullanilmaktadir. Tablo 1.2,

1.3, 1.4'de membranlarin endistride kullanim alaerilmistir.

Biyolojik materyalleri stizmeslemine dayali proseslerde kdasilan ginma,
difizyon, kutle transferi ve molekul buydlgiine bagli porlarin tikanmasi gibi
problemler bu tir reaktorlerde minimize editiri Diger biyoreakttrlerde gorilen
substrat veya urinun reaktorde bekleme stresigh bkarak trlin veya substrat
inhibisyonu engellenebilmektedir. Substrat konsssyonuna b#i enzim
inaktivasyonuda biyokatalitik membran reaktorledaleriimektedir. Ayrica Urdn
kompozisyonunun dgsimi bu tir reaktorlerde gercekl@ilmektedir. Diger
reaktorlerle kanlastirildiginda , kiicik hacimde genbir reaksiyon alanina sahip

olan membran biyoreaktorlerigletim maliyetide oldukca diiktar.

Yeni malzemelerin bulunmasi, polimer ve seramikenel teknolojisinin,
nanoteknolojinin gefimesi ile endustriyel biyoteknoloji diinyada cok bkiykir
sektor haline gelecektir. Bu reaktorler ozellikiekombinat DNA teknolojisi ile
modifiye edilmg enzimlerin veya mikroorganizmalarin sanayiye kakzalmasinda

¢cok dnemli roller tstlenecektir.



Tablo 1.1.Sentetik Membranlarin Kullanim Alanlari (1)

Membranlar | Yapildigi Madde | Uretim Yapisl Uygulama Alanlari
Proseduru
Slispansiyonlarin
Seramik Kil,silika,aliminyum, | Presleme ve | Por ¢api 0,1- | filtrelenmesi, gaz
Membranlar oksit, grafit, metal tozu| sinterleme 10um ayirma,izotoplarin
ayrilmasi
Agresif ortamlarin
Sikistiriimig Politetrafloroetilen, Billurlarin Por capi 0,1- f||trqsyonu, h_avam_n
Membranl lietil i : diril : temizlenmesi, steril
embranlar polietilen, polipropilen | gerdirilmesi | 1um filtrasyon, tibbi teknoloji
Pollarin Asitle
Asindirimasiyla| Polikarbonat Asitle Por ¢api 0,5- | Analitik ve tibbi kimya
Elde Edilen asindirma 10um
Membranlar
Homojen
Homojen Silikon lastik, puskurtme,, Gaz ayirimi
membranlar hidrofobik sivilar likit filmlerin
formasyonu
S'.memk Poliamit, polipropilen, _Faz— . Por capi 50- | Steril filtrasyon, diyaliz,
mikroporoz seluloz turevleri nversiyon 5000nm membran distilasyonu
membranlar reaksiyonu y
Birlesik I - Faz- Homojen Ultra-hiper filtrasyon,
. : Poliamit, polisulfon, . . .
asimetrik , , : inversiyon polimer veya | gaz
seliloz turevleri :
membranlar reaksiyonu | po ¢ap! 0,1- | ayrimi,pervaporasyon
10um
Kozmotik Poliamit. polisiilfon Mikroporoz | Homojen Ultra filtrasyon, gaz
Asimetrik olidime,srii okzan ' membrana | polimer veya | ayrimi,ters
membranlar P film po capi 1- 0smoz,pervaporasyon
uygulamasi | 10um
Iyon desistirici | Polietielen, polisilfon, Ho_mOJen , Poz|t|f veya Elektrodiyaliz,elektroliz
polimerlerin | negatif yukli
membranlar PVvC N .
sulfolanmasi | matriks




Tablo 1.2.Membran Reaktorleriflag Kimyasi Alanindaki Uygulamalari (1)

Reaksiyon

Membran reaktor

Amac

Fumarik asidin L-aspartik asid
donisumi (E.coli'deki aspartaz)

e .o
Poliakrilamit jelde tutuklama

Gida ve ila¢g ham rdesi

Aspartik asidin L-alaning
donisumi (Pseudomona
dacunhae)

s Poliakrilamit jelde tutuklama

ilag ham maddesi

Korteksolonun hidrokortizona v

prednizolona doéngiimi (Curvularia
lunata / Candida aimpleks)

I Poliakrilamit jelde tutuklama

Steroidlerin Uretimi

Asetil-D,L-amino asitin L- amindg

aside don§iimi (Amino agcilaz)

DEAE-sephadexe iyonik anma

llag sanayi
Uretimi

icin L-amino as

Fenol piruvat ve amonyaktan
tirozin sentezi (Trosinaz)

Seluloz triasetat membrana
tutuklama

Ilag sanayi igin L-amino asit
Uretimi

Siyano-esterin ibuprofene hidrolizi
(Lipaz)

Bifazik hollow fiber membran
reaktdrde tutuklama

Ates disUrtcu ilaclarin Gretimi

Ampisilin ve amoksilin Uretimi
(Penisilin amidaz)

Seluloz triasetat fiberlerde
tutuklama

Antibiyotiklerin Gretimi

Diltizem islemcilerinin hidrolizi
(Lipaz)

Bifazik hollow fiber membranlara
adsorpsiyon

Kalsiyum kanal bloklayicilarin
Uretimi

5-p-HP-hydantoinin D-p-HP-glising
hidrolizi (Hydantoinaz ve
karbamilaz)

UF polysilfon membranlarina
adsorpsiyon

Kefalosporin Uretimi icin ara Grin
sentezi

Dehidrojenasyon reaksiyonlari
(NAD(P)H)’ a bal enzim
sistemleri)

UF-yukli membrana hapsetme

Enantiyomerik amino asitlerin
Uretimi

DNA'’ nin oligonukleotidlere
hidrolizi (DNAaz)

UF-kapiler membranda jelifikasyo

nilac tretimi

Hidrojen peroksitin hidrolizi (inek
karacger katalazi)

Seluloz triasetat membrana
adsorpsiyon

Karaciger yetersiziginde kullanim
icin

Proteinlerin hidrolizi (Tripsin ve
kemotripsin)

Polisiilfon UF membran

Medikal kullanim icin peptidlerin
Uretimi

Arjinin ve asparajinin hidrolizi

Poliliretan membranlara
adsorpsiyon

Kansere kan engelleyici veya
tedavi edici ilaglarin tretimi




Tablo 1.3. Membran Reaktorlerin Ziraat Alanindaki

Uygulamalari (1)

ve Gida Estdgindeki

Reaksiyon

Membran
biyoreaktor

Amac

Laktozun glukoz ve galaktoza
hidrolizi

Es eksen algli reaktor

Delaktozasyonlu st ve st Uriinle

r

Sutte yuksek molekulgarlikli
proteinlerin (trpsin ve
kimotripsin) hidrolizi

Jellesmis enzimli
asimetrik hollow fiber
reaktor

Bebek mamasi uretimi

Raffinozuna-galaktozidaz ve
invertaza hidrolizi

Hollow fiber reaktorlerle
ayrilmis serbest enzim

Monomeriksakar Uretimi

Nisastanin maltoza hidroliziy
amilazp-amilaz,pullulanaz)

Ultrafiltrasyonlu strekli
karistirmali tank reaktor

Maltoz surup Uretimi

Sekerlerin fermantasyonu (maya

Ultrafiltrasyonlueddi
karistirmali tank reaktor

Bira endUstrisi

Oksijensiz fermentasyon

Ultrafiltrasyonlu surekli
karistirmali tank reaktor

Alkol tretimi

Pektinlerin hidrolizi(pektinaz)

Ultrafiltrasyonluigekli
karistirmali tank reaktor

Sarapta ve meyve sularinda agi
ve bulaniklgin giderilmesi

Lactobacillus bulgaricus’un
fermantasyonu

Ultrafiltrasyonlu strekli
karistirmali tank reaktor

Karboksilik asit Gretimi

Limonen ve naringinin
cikartiimasi

Ultrafiltrasyonlu strekli
karistirmali tank reaktor

Meyve sularindaki acgin ve
bulanikigin giderimi

K-kazeinin hidrolizi
(endopeptidaz)

Ultrafiltrasyonlu strekli
karistirmali tank reaktor

Sutin koyulamasi

Kollojen ve kas proteinlerinin
hidrolizi(proteaz,papain)

Ultrafiltrasyonlu surekli
karistirmali tank reaktor

Etin yumuatiimasinda

Glukozun glukonik aside
donumu(glukoz oksidaz ve
katalaz)

Yatak reaktor

Depolama esnasinda yumurta
drtnlerinin tadinin ve renginin
bozulmasini engellemek

Trigliseritlerin y&s asidi ve
gliserole hidrolizi(lipaz)

Ultrafiltrasyon kapiler
membran

Gidalarin,kozmetiklerin ve
sorfektanlarin Gretimi

Selulozun selebioza ve glukoza
hidrolizi(selulaz ve3-glukozidaz)

Asimetrik hollow fiber
reaktor

Etanol ve glukoz Uretimi

Malik asidin laktik aside
hidrolizi(Lactobacillus oenos)

Mikrofiltre kapiler
membrana yerlgirilmi s
hicreler

Beyazsarapta tadin iyilgtiriimesi

Fumarik asidin L-malik aside
hidrolizi(fumaraz)

Ultrafiltrasyon kapiler
membran

Gidasal maddelerin uretimi

Zeytin ygzinin hidrolizi(lipaz)

Hidrofobik levha-cerceve
membran reaktor

Yaglarin degerlendiriimesi

Soyafasulyesi yanin hidrolizi

Hidrofilik hollow fiber
membran reaktor

Yaglarin degerlendiriimesi

Tereyaginin hidrolizi

Hidrofobik diiz-tabaka
membran reaktor

Kozmetik endistrisi icin Grinlerin
ve yaslarin Uretimi

St yainin hidrolizi(lipaz)

Spiral-yarikh
polypropilen membran
reaktor

Yaglarin deserlendirilmesi




Tablo 1.4.Membran Reaktdrlerin Tibbi Amacli Uygulamalari (1)

Reaksiyon

Membran reaktorler

Amac

Hidrojen peroksit hidrolizi
(bovine liver catalaz)

Selilloz triasetat membraninda
tutuklama

Karaciger yetmezIgi

Insulinin glikoz ve levuloza
hidrolizi (insulaz)

Sodyum aljinat jelde tutuklama

Karger rahatsizliklarinin
tedavisinde

Bilirubin oksidasyonu (bilirubin
oksidaz)

Sefarozda immobilizasyon

Yeni ganlarda sarigin
onlemesi

Heparin degradasyonu
(heparinaz)

Sefarozda immobilizasyon

Heparin nétralizasyonu

Arginin ve asparagin hidrolizi
(arginaz ve asparaginaz)

Politiretan membranda
tutuklama

Loésemi ve kanserin dnlenmesi
ve tedavisi

Kan proteik toksinlerinin
Uretimi (tyripsin, pronaz)

Politiretan membranda
tutuklama

Diyalitik hastalarda kan
toksinlerinin uzaklgtiriimasi

Insulin sekresyonu

Poliamid UF membrani

Suni paakre

Peyniralti proteinlerinin
hidrolizi (tripsin, kimotripsin)

Polisilfon UF membrani

Tibbi amach peptit Gretimi

Karaciger metabolitleri
(hepatoksitler)

Polisulfon ve poliamid MF
membrani

Suni karacier

Tezde Uzerinde ¢atigimiz enzim olan maltogenaz ( E.C. 3.2.1.133astia

ve maltodekstrini a-(1,4)-

glikozidik bglarindan maltoza hidroliz eden bir

maltojenik o-amilazdir. Maltogenaz enzimi bir ekzo-amilazdiranY substrat

hidrolizini indirgen olmayan uctan fdayarak yapmaktadir. Substrat olarak MD

kullanildiginda, en iyi trtn verimi % 20’lik (W/V) maltodeksir¢ozeltisidir. %20

(W/V) substrat konsantrasyonunda enzimin optimum g¢bdderi 6 ve optimum

sicaklik dgeri 65 C° ‘dir.




2. KATAL ITIK MEMBRAN PROSESLER 1

Katalitik membran sistemleri, genbir konfigirasyona sahip ol@u icin tek
bir catida toplamak, siniflandirmasini ve net aimimini yapmak oldukc¢a guctur.
Genel tanimi, direkt olarak membrana katalitik \akei kazandirilarak veya membran
prosesleri biyokimyasal sureclere adapte edilerektwrulan sistemlereklinde

yapilabilir.

Membranlara katalitik aktivite enzimlerle, canlidnélerle veya palladyum gibi
kimyasal katalizérlerle kazandirilabilir (1-5). rdyasal katalizérler, membran
uretiirken membrani okiuran maddelerin icine ilave edilir. Biyokimyasal
katalizorler ise membran duretilirken membrani salian maddelerin igine ilave
edildigi gibi Uretim sonrasinda membranin ylzeyine veyaei¢c baglanir yada
hapsedilir. Bu hapsetme, enzim veya hicrenin mennbréflerini yada porlarini
arasina alinmasi ile gercegite Baglanma ise fiziksel etkigneler veya kimyasal
reaksiyonlar sonucu gercekile Katalitik aktiviteye sahip membranlarin yer gjd
reaktdrlerde, reaksiyon membranin icinde veya yimzeygerceklgmekte, reaksiyon

sonucu olgan triinler membrandan filtrat akimi ile uzgkialmaktadir.

Bu tlr proseslerin yani sira reaktor icine ya d&aimina bir membran moduli
yerlestiriimesi ile elde edilen reaktdr konfigurasyonlata biyokatalitik membran
reaktor sistemi catisi altina girmektedir. Bu tgnkgUrasyonlarda enzim veya canli
hiicre reaktdr ortaminda immobilize olmaksizin s@bst¢ozeltisinin icinde
bulunmaktadir. Reaksiyon sonundasalu trtnler filtrat akimiyla uzaldarilirken,
membranin filtre etme 6zelinden faydanilarak proses gerceakidir. Urlinlerin
ayrilmasi sirasinda membran Uzerinde toplanan bigdiko6r reaktore surekli olarak
geri gonderilmektedir. Membran reaktérin i¢ kisnainge biyokimyasal reaksiyon

ve ayirmasglemi reaktorin iginde gercekimektedir.

Katalitik membran reaktdrler yukarida bahsedilelgilgrde dikkate alinarak

bes ana grupta siniflandirilabilir(6).

1. Enzim-membran reaktorler



2. Membran fermentorler

3. Enzimin hapsedilgi katalitik membran prosesler

B

Jellgmis enzimle hazirlanan katalitik membran prosesler

o

Enzim bgli katalitik membran prosesler

2.1.Enzim-Membran Reaktorler

Enzim-membran reaktorlerde, membranin 06zgul ayirmazelliginden
faydalanilarak, enzim ve substrat olarak kullanila@kromolekuiller reaktorde
tutulmakta ve membranin porlarindan gecebilecelakddik molekdl &irhikh gina
sahip urun veya urunler filtrat gkivasitasi ile reaksiyon ortamini terk etmektedir.
Boyle bir reaktoiSekil 2.1.’de goOsterilmtir. Bu sistemler, aktivite kaybingstams
enzimlerin, aktif enzimlerle dgstiriimesine olanak sgamaktadir.

Enzimin serbest halde bulunmasi nedeni ile substeatbiyokatalizoriin
arasindaki difizyonal direncler minimuma inmektediyrica immobilizasyon suireci
icinde meydana gelen aktivite kayiplari gozlenmedik. Serbest enzim
kullanilmasi nedeni ile enzim stabilitesi agisindanoseste birgcok problem

bulunmaktadir.

Enzim-membran reaktorlerde tabakeklinde ultra filtrasyon membranlari
kullaniimaktadir. Bu reaktor konfigirasyonlari didreve tam kargtirmali
proseslerdir. Klasik filtrasyon dnitelerinin, sisten aks dinamiklerinden buyuik
Olcide etkilendikleri bilinmektedir. Bu sistemlerdsubstrat ve katalizoér etkin bir
sekilde karsgtirlmamasi nedeniyle konsantrasyon polarizasyeaktor verimlilgini

Onemli Olctde etkilemektedir.

Enzim aktivitesi enzim yapisindaki fizikokimyasasdiklikler, termal
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Sekil 2.1. Enzim membran reaktori (6)

denaturasyon, mikrobiyal kontaminasyon ve entropdamiyle enzim aktivitesi
zamanla azalmaktadir. Katalizérin aktivite kaylmzim aktivitesinin bglangictaki
degerine gore yariya indi yarilanma suresinin Olcilmesi ile belirlenebiktegir.
Kullanilan membranin por boyutu uygun secilmezs@iatalizor reaktérin gina
sizmakta ve reaktérdeki miktari azalmaktadir. Emzimana c¢ozeltideki

konsantrasyonunun azalmasi reaksiyon hizini éridgilde dgmektedir.

Enzim, sistemde arzu edilen seviyede gtarlamadgindan, membran
uzerinde ince bir tabaka halinde birikmgilieni géstermektedir. Bunun sonucu
olarak konsantrasyon polarizasyonu meydana gelmekteeaktor verimi olumsuz

yonde etkilenmektedir.

Yuksek akg hizlari enzimin blyuk bir kisminin reaktor tabanitmekte,
reaktorin ust kismindaki enzim konsantrasyonu aadeimair. Bu nedenle reaktorde
belirli karistirma sartlari, kritik bir aks hizi ve buna kg olarak bir basingarti
ortaya ¢cikmaktadir. Reaktérde karagletim sartlari, kritik dggerden daha diik aks
hizlarinda slanmakta ve bu durumda Urin gikionsantrasyonu sabit kalmaktadir.
Kritik akis hizi tzerindeki dgerlerde, enzimin 6nemli bir miktari membranin tzeri
itildi ginden nadirde olsa enzim jeli glmasina sebep olmaktadir. Enzimin yuksek
akis hizi ile sikgtirlmasi sonucu enzim deaktivasyonu hizlanmaktakaearl

sartlarin olymasi engellenmektedir.
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Makromolekuller substratlarn diftizyon sinirlamatan yiksek olgu, bu
substratlarin ~ hidrolizinde  immobilize  enzim  sistenmin  kullanimini
zorlastirmaktadir. Enzim-membran reaktérlerinde uygun pdaiytkliiggine
membranlarin secilmesi ile enzim ve substrat hidriyle etkilesim halinde
bulunabilir ve reaktdrde hidroliz sonucu ghim Urtin ve/veya inhibitorler (Urdn
inhibisyonu) sistemden surekli olarak uzgkialabilir. Burada enzimin herhangi bir
matriksle tutuklanmasi mevzusdoldugu icin immobilizasyon esnasinda enzimin Ug¢
boyutlu yapisini bozan etkenler bulunmamaktadimiAgamanda, reaktorde iyi bir
karisim saglandg takdirde substratin, Grinin ve inhibitorlerinaonda en diik
konsantrasyonlarda kalmalar gkmmaktadir. Enzim-membran reaktorlerin
kullaniimasinin, 6zellikle substratin kendisinirhiioitér oldusu durumlarda veya
besleme akiminda g#i inhibitérlerin bulunmasi halinde avantaj @amaktadir.
Ancak, substrat olarak makromolekuler kikderin kullanildigi durumlarda yeterli
karsma hizi sglanamadgl takdirde konsantrasyon polarizasyonu, reaktor

performansini etkilemektedir.

Enzim-membran reaktorleri sirekli akmodunda gletildiklerinde, substratin
ortama degik olarak verilmesi konsantrasyon polarizasyonunwetkisini
arttirmaktadir. Ortamda arzu edilmeyenitiebilesiklerin ve tam hidrolizlenmergi
ara Uranlerin bulungu membranin kirlenmesine ve membranin Uzerindeajehka
olusmasina neden olmaktadir. Bu durumda filtrasyon lzamanla giderek
yavglamakta ve substratin Grine d&ath hizi kararli hale utamamaktadir.
Reaktor performansi ortama bu kirletici kilderi hidroliz edebilen enzimlerin
ilavesi ile arttirilabilir. Besleme c¢ozeltisinin aletdre gonderilmeden aritilmasi ile
membranin kirlenmesinin engellenmesi veya konsaydra polarizasyonuna kar
alinacak tedbirlerin uygulanmasi ile reaktdriin Kargekilde kletiimesine katkida

bulunmaktadir.

Membran yuzeyinin hemen Uzerindeki akabakasindaki enzim dgmi,
reaktor icerisindeki akidinamiklerine bgl bulunmaktadir. Sistemde @anabilecek
belirli basinc keullari, ana ¢dzeltiden enzim yuzeyine kitle transfarttirmakta ve
boylece konsantrasyon polarizasyonu etkisi engaléddedir. Yiksek kagtirma
hizlari kismen enzimin deaktivasyonuna neden olsatakargsmali rafli membran

reaktorlerin performansini olumlu yonde etkilemelkte
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2.2. Membran Fermentorler

Membran fermantorlerde genellikle biyokatalizbarak kullanilan materiyal
canli hicrelerdir. Membran fermantorler iki analgawayrilmaktadir.

1. Sirekli membran fermentotrler

2. Hucre geri donguli membran fermentorler

2.2.1. Surekli Membran Fermentorler

Surekli membran fermentdrlerde hicreler membranig kismina
yerlestiriimekte ve reaksiyon membranin porlari icinde yaena gelmektedir.
Membran olarak genellikle hollow-fiber membranlareya mikrofiltrasyon
membranlari kullanilir. Boyle bir membran konfigsiyanuSekil 2.2’de verilmitir.
Reaksiyon substrat ¢ozeltisi membran lifleri ardam gecerken meydana gelir. Bu
sistemler 0Ozellikle dgiltk molekdl @irlikli substratlarin fermente edilmesinde

kullaniimaktadir.

Membran por boyutu uygun olarak sec¢gnbir membranin kullaniimasiyla
hiice cevresi tamamen sterilize edilmektedir. Buktigéer, fermentdr davrag
acisindan hicre geri cevrimli reaktorlere benzesdiktKesikli fermantasyona goére
arin ve verimlilik dgerlerinin daha yuksek olgu bilinmektedir. Uzun strel
isletimlerde de kesikli fermentdrlerden daha iyithircre stabilitesine sahiptirler.

Surekli membran fermentorlerinde verimlilik, fermé@rdeki canli hicre
konsantrasyonunun bir fonksiyonudur. Huicre geriripgy geleneksel kesikli
fermentorlere gore daha yuksek hicre konsantraggiodia caimaya imkan sgar.
Boylece ayni verim hacimce daha kugik sistemlesteaklamekte boylece reaktor
yatinrm maliyeti dgmektedir. Ancak, hicre miktarindaki artieaktordeki sivinin
derisik hale gelmesine neden olmakta bu da konsantragymarizasyonunun

olusmasina neden olabilmektedir.
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Sekil 2.2. Hollow-fiber membran fermentér moddillegemasi .

Kirlenme ve muhtemel konsantrasyon polarizasyonunetkilerini
engellemek i¢in dondirme 6zgilne sahip membran moddlleri vesite geri yikama
yontemleri gektirilmistir(7,8). Bu sistemler, canli hicrelerin kesme keterine
karsi iyi direng gostermeleri nedeniyle yiksek geriigev hizlarinda sletebilmekte
bdylece konsantrasyon polarizasyonu kontrol ediledsinde ©nemli avantaj
sglamaktadir. Konsantrasyon polarizasyonu meydanaliggetle, filtrat akilari
basincla dgismez hale gelmektedir. Filtrat hizinin yeniden dainilmesi, ancak

uygun akg dinamgi kosullarinda sglanabilir.

Fermentdr icerisine mikro poroz bir membran yghtderek fermentasyon
drtnlerinin ekstraksiyonunu gayan yeni bir fermentdr tasarimi da literatirde y
almaktadir(7,8). Sozu edilen bu sistem aerobik &mt@syon icin Onerilmektedir.

Qian, (1997),Strachan ve Livingston, (1997), femtasyon icin gerekli
havanin membran ara@liile temin edilmekte oldgunu ve Kirlilik probleminin de
en aza indirildgini belirtmektedir (6),8ekil 2.3.).
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Sekil 2.3. Canli hiicrelerin mikroporoz membran moduliine wiriedi gi membran

fermentori (6).

2.2.2. Hucre Geri Donguli Membran Fermentérler

Hucre geri donguli membran fermentorlerde hicrelgstrat ¢ozeltisinin
beslendéi ferment6r icerisine yerd@iriimekte, Urin ferment6rl izleyen bir
membranla sistemden ayrilmaktadir. Hicreler ferdgrenmembran Gzerinden geri
donmektedir. Sistemde pH ve sicaklik kontrol editgBi gerektginde nutrient
ilavesi de yapilabilmektedir(9,10).

Membran
modili

Fermentor Diyalizat

Sekil 2.4. Diyalizde strekli fermentasyonlu hiicre sistemi (6).
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Fermentdr arzu edilen biyolojik kitle seviyesinasutliktan sonra biyokutle
ultrafiltrasyon membranina pompalanarak sivi kislamayriimaktadir. Reaktordeki
SIvi seviyesinin sabit tutulabilmesi icin beslema skis hizi ile filtrat aks hizi it

olarak ayarlanmaktadir.

Hicre dongu fermentotrlerde, sistem kararli haldeykeaktor verimlilgi;
substrat konsantrasyonu, uriin konsantrasyonu \esydih hizinin bir fonksiyonu
olarak olarak tanimlanmgtir. Dilisyon hizi arttikca, reaktér verimfli belirli bir
maksimum dgere kadar artmakta ve sonra azalmaktadir. Diludyan arttginda,
filtrattaki Urin konsantrasyonu kararl olarak azakta ve substrat konsantrasyonu
artmaktadir. Sistemde Uriin elum hizi ve ¢ilgtaki Uriin konsantrasyonu arasindaki
denge sglanmasi gerekmektedir. Filtrattaki substrat konseyonunun diik ve
ariin konsantrasyonunun yuksek olmasi, Grin ayirnadiyatinin diik olmasini
sglamaktadir. Optimum sletme sartlarinin, prosesin tamami dikkate alinarak
yapilacak olan maliyet analizi ile belirlenmesiglanektedir.

Geri cevirim ve seyreltme (dilisyon) hizlarininugl Grdan-inhibitor

seviyelerinin dguk tutulabilmesinde yardimci olmaktadir.

Sekil 2.4’deki sistemde iki farkhisletim sistemi mevcuttur. Illkinde substrat
once fermentdre daha sonrada diyaliz membranirarreskte, ikincisinde ise 6énce

once diyaliz membranindan gegcirilen ¢cozelti buraidgamentore difizlenmektedir.
2.3. Enzimin Hapsedildgi Katalitik Membran Reaktorler

Enzimin ya da hicrelerin membran modulindeki raflaeya hollow-fiber
membranin lif tdpleri icerisine yederildigi sistemlerdir. Reaktor icerisine
yerlestirilmi s olan enzimler bir yere I3& olmayip, membran icerisindeki daklarda
yer almaktadir. Biyokatalizériin sivi ortamdan bekilde ayrilabilmesi, uygun
membran por boyutunun secilmesi ile mumkindir. Béglenzimler ve hucreler
filtrat cikisina sizmadan membranin icinde kalabilmektedir. Bstesilerde,
Ozellikle, diguk molekdl &irhikh  Grdnlerin - ve inhibitdrlerin  ortamdan
uzaklatirimasi sglanmaktadir. Enzim aktivitesinin optimum pH’ya goalili g

deneysel caymaninsekline gore az veya cok farklliklar gosterebilneskt. Bu fark
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hangi seviyede olursa olsun,ggozaman serbest enzimin optimum pH aktivitesinden
farkli olmakta ve uygulamada dnem kazanmaktaditioMefiber membranlar yerine
rafli membranlar kullanilarak benzer biyoreaktomkgirasyonlari yapilmaktadir.

Bu reaktorlerde Ureaz, Urikaz, glikoz oksidaz veaka kinaz enzimleri denewiir.

SOz edilen ¢cajmalarda enzim ¢ozeltisi ayr ayri raflar halindsatdanmg
olan membran diyalizérinden gecirilmektedir. Resalkto yiksek algi hizlarinda
isletiimesi,kltle transfer direnclerinin azalmasiaglamaktadir. Bu tir ¢calma canl
organizmalarda kullanilarak yapilmaktadir. Gunungirtkroorganizmalar oldukca
kompleks cok basamakl enzimatik reaksiyonlaringgeestiriimesinde baariyla
kullanilabilmektedir. Bu reaktorlerde enzim safialmasina gerek olmamasi nedeni
ile toplam reaktor maliyeti azalmaktadir. Biyok&alin boyutu asimetrik membran
sungerindeki por capinisigorsa, membranin raf yilzeyine veya hollow-fiber
membrandaki membrandaki lif borusu icerisine yatdmektedir. Substrat afiise

lif borusu veya membran raflari arasindan olmaktadi

Substratin Urine dosiimi sirasinda sistemde angitam mekanizmasi,
substratin ana c¢ozeltiden membrana difiize olmaklindedir. Bunu substratin

membran porlarina veya membran raflarina difizyialmmektedir.

Tek bir membran lifi dikkate alinginda, reaksiyon sistemingimdiye kadar

anlatilmg olanlarin bir hologrami oldiu g6zlenir.

Caplar 100um’ye kadar dgebilen hollow-fiber membranlarin ggirilmesi
ile hacimlerine gore yilizey alani oldukca fazla otarumsu ve rafli reaktérlerin
uretilebilmesi sglanmstir. Enzimler yada hucreler, sivi ortamindan hokidver
membran igerisinde tutularak ayrilmaktadir. Boyle&kasik immobilizasyon
tekniklerinin enzim Gzerinde ojturdusu yapisal dgisiklikler nedeniyle ve kesme
kuvvetlerinin etkisi altinda meydana gelebilecekiatle kaybindan da sakinilgi

olunur.

Goosen ve ark. (1995) ve Takabakate ve ark. (19&&ijtli tedavi
tekniklerinin gelstiriilmesinde s6zu edilen reaktor konfiglrasyonlarimginin

giderek art belirtmistir. Bunun en yaygin uygulamalari suni pancreagaéla
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fonksiyon gosteren mikroorganizmalarin kullaniimesibinye du detoksifikasyon

cihazlarinin geftiriimesidir (11-13).

Literatiirde bu tir enzim membran reaktérlerini kéeaze eden ggtli teorik
calismalar  bulunmaktadir.Simdiye kadar yapilmi calsmalar, s6zi edilen
reaktdrlerin reaksiyonun meydana geididlgeye gore dort ana grupta toplagtmi
(6). Bunlar;

1. Lif tipinde meydana gelen reaktorler

2. Enzim ¢ozeltisinin olgturdugu yogun kalin tabakada meydana gelen

reaktorler
3. Membranin poroz stuingerimsi kisminda meydana gelgktarler
4. Substratin aktl raflarda meydana gelen reaktoérlerdir.

Immobilize stabilitesi ve aktivitesi gerlendirilirken, reaksiyonun gercektesi

lif icerisinde ve besleme ¢6zeltisindeki pH farkialikkate alinmasi gerekmektedir.
2.4. Jellamis Enzim

Hucre kdilturlerinden safairilmis enzim eldesinde, protein c¢o6zeltilerinin
ultrafiltrasyonu gecerliii kanitlanms bir temel glemdir. Bu prosesler ayni zamanda
enzim immobilizasyonu icin konsantrasyon polarizemy olayini avantajli bir
sekilde kullanildg ilging bir teknik olarak kawmiza ¢ikmaktadir. Enzim ¢ozeltisi,
enzimi sivi ortamdan tamamen ayirabilen bir ulir@$yon membranindan basing
altinda gecirildginde, enzim molekilleri membranin aktif ylzeyi (inde
tutulmakta ve enzimin katalitik aktivitesine salige bir jel tabakasi ofmaktadir.
Enzimlerin gercek jelasyonu gadan membran-sivi ylzeyindeki enzim
konsantrasyonuna Bladr. Maksimum enzim konsantrasyonu, jel
konsantrasyonundan dahasidk olduzu zaman enzimler gergcek anlamda immobilize

olmamaktadir. Yine de membran yilizeyine yakin bélgl yiksek sayilabilecek
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konsantrasyonlarda enzim toplanmakta, ancak byalagibi immobilize formda

degil ylizeyde ¢ozinmiihalde bulunmaktadir(6).

Jel olgumu suresince, enzimler mikro cevrelerinde 6nendgigiklikler
olmadan etkin birsekilde immobilize olabilmektedirlerimmobilizasyonun bu
sekilde gerceklgmis olmasi, daha sonra enzim stabilizasyonunu 0Oneiglidé

etkilemektedir.

Enzim jel tabakasi bir dizi ajkan dinamgi sartlarina bahdir. Enzim
immobilizasyonu enzimatik c¢ozeltinin kstirmali yada kastirmasiz  kesikli
reaktdrlerde yari gecirgen membran Ulzerinden, igduonu tamamlanincaya kadar

geciriimesi gerekmektedir.

Protein c¢ozeltilerinin ultrafiltrasyonu genelliklgltrat akisinin azalmasi ile
sonuclanmaktadir. Bu durum belirli bir transmemblasincinda aki kararli hale
ulasincaya kadar surmektedir. Bu azalma bazen ylzeydgaro jel tabakasi
yuzinden olmaktadir. Bunun yani sira filtre ediledzelti membran sivi ara
yuzeyinde birikerek ozmotik basincinsdiesine neden olmaktadir. Bu durumda da
filtrat akisi digmektedir. Jel olgumu tamamlandiktan sonra membran basincinin

arttirilmasi filtrat akisini etkilememektedir.

Enzim membran Uzerinde bir tabaka stlwdusunda hem reaksiyon
katalizlenmekte hem de farkli moleki@idi gindaki bileiklerin birbirinden ayirmaya
yarayan ikinci bir membran ylzeyi glmaktadir. Enzim jel tabakasinin dinamik
formasyonu yontemiyle enzim immobilizasyonu, tabakaya boru seklindeki

membran reaktorlere uygulanabilmektedir.

Bu tur sistemlerin kinetik davramiincelenirkensu noktalarin dikkate alinmasi

gerekmektedir;

» Serbest ve jel formdaki enzimlerin reaktdr ortanakidnikro gevreleri
ve maruz kaldiklarr kesme kuvvetleri birbirindenkfedir. Jel tabaka
icerisindeki substrat kitle transferi ve reaksiyomyni anda
gerceklgemektedir. Bu nedenle enzim ara ylzeyi ile ana ¢bzel
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arasindaki konsantrasyon gradyaninglibalarak bir difiizyon tabakasi
olusmaktadir.

+ Isletmesartlari ve reaktor konfigiirasyonuna goére ortayalgilecek oy
kutle transfer direnglerinin dikkate alinmasi genektedir.

Spesifik reaksiyon hizlarinin mutlak sicgkli kagi logaritmik grafiklerinin
cizilmesiyle hizin hangi basamakta kontrol egjdbelirlenmektedir (Arrhenius
egrisi). Aktivasyon enerjisinin serbest enziminkinérg digik cikmasi, burada
gecerli olan reaksiyon kinginin difiizyon sinirli oldgunu gostermektedir.

Sistemde basincin arttinlmasi @kl artmasini gdamakta ve reaktor
performansini yikseltmektedir. gar taraftan olgan yiksek kesme kuvvetleri
immobilize enzim aktivitesini olumsuz yOnde etkilekte ve substratin Grine
donim hizini azaltmaktadir. Donato ve ark. 1995 ydijgllesmis DNAaz enzimi
icin yapms olduklar calsmada, spesifik aktivitenin transmembran basinclxim

fonksiyonu oldgunu goésternsir.

Enzim-jel reaktorlerinin performansi ultrafiltrasy membran Unitelerinde,
silindirik tabakalara yerlgiriimis olan boru membranlarin kullaniimasi ile
arttirllabilmektedir. Bu konfiglirasyonda filtrelenaganinin hacime orani diiz tabaka
seklindeki membran konfigirasyonlarina gore bir derdaha ytiksek olup, akan
dinamigi sartlarinin kontrol daha kolay @anabilmektedir. Boruseklindeki
membran duvarlarinin i¢ yiizeyinde bir jel tabalassgturabilmek icin protein iceren
cozelti kesikli modda filtrelenmekte ve bglem jel tabaka olguncaya kadar devam

etmektedir.

Endustriyel uygulamalardaslétim strekli modda yapilmaktadir. Substratin
reaktore yatay akiyonunde beslemesi yeni gkdinamgi sartlarinin olgmasina
sebep olmaktadir. Jel Uzerinde meydana gelecek yildsek kesme kuvvetleri
enzimin  membrandan kismen veya tamamen ugaklmasina neden
olabilmektedir. Akskanin kesme kuvvetine maruz kalan bdlgelerde erativitesi
kaybolmaktadir. Bu immobilizasyon telgmin buylk o6lgcekli cakmalarda ve

endustriyel uygulamalarda kullanilabilmesi icin emn mekanik stabilitesinin
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garanti edilmesi gerekmektedir. Enzimin mekanikogitesinin s&lanabilmesi icin
oncelikle yatay aki hizi kontrol edilmelidir.istenmeyen etkilerden kaginmak icin
enzim jel tabakasi suda ¢c6zinmeyen makromolekidlleakalarla kaplanmakta veya
jelin por yapisi icerisine tutuklanmasi yoluna fdktedir. Substratin enzim jeli
Uzerine yeterince transferi @andginda, substrat daha jel Uzerinde iken Urine
dontsmektedir. Bu durumda urin birikmekte ve enziminil@holmasina neden
olmaktadir. Yatay aki hizinin, bu durum dikkate alinarak ortimize ed#ne

gerekmektedir.

Duz tabakaseklinde ve kapiler yapida selilozik ve poliamid ipari
membranlara invertaz, asit fosfataz, Urgagjkozidaz, dCMP-aminohidrolaz, malik
enzim, DNAaz, ve lipaz enzimleri jelsekiinde immobilize edilnsierdir.
Calismalarin tamaminda enzimler tutuklandiklari membrarapisal 6zelliklerinden
bagimsiz olarak homojen c¢ozeltiler icindeki kendi Raeaistik kinetik davrarsiarini
gostermglerdir. Ortamda bazi 6zel bgiklerin varligindan etkilenen allosterik veya
yalanci allosterik enzimler, immobilizasyon prosetigeki kslemlerden pek
etkilenmemglerdir (14,15).

Jel olyturulmasinda kojelasyon ve kopolimerizasyon gibgkiaateknikler de
uygulanabilmektedirilkinde hem enzimi hem de yiksek moleki@irakli inert
bilesikleri iceren ¢ozelti yar gecirgen membranda diltrasyona tabi tutulmaktadir.
Ornezin inert proteinler olan polialbuminler, suda ¢omeyen ve c¢6ziinemez
bilesikler kojelasyon ajani olarak kullanilabilmektedikinci durumda enzimler
ultrafiltrasyon basam@ndan ©6nce kopru molekulleri aragil yiksek molekil
agirhkh bilesiklere balanmaktadir. Alfani (1982) yapmioldusu calgmalarda,
kopolimerize edilmy ya da kojelasyonaguatiimis enzimatik tabakalarin sicagh ve
laminar sartlardaki aky hizlarl kagisinda basit jeligirme prosedirine gére daha

kararl bir profil olgturdugunu goésternstir (6).

Kovalent bglanma prosediri nedeniyle kopolimerie edgimenzimler,
aktivitelerinin buydk bir bolimini yitimektedirleKojellestirilmis enzimlere gore
sicaklik dgisimlerine kagl daha az duyarh olgw goriimigtir. Bu nedenle daha

cok kojelasyon immobilizasyonu tercih edilmektedir.
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Enzim jel tabakali reaktorin 6nemi Ozellikle cokdmzim reaksiyonlarinin
pespese uygulanmasinin gerefti durumlarda ortaya c¢ikmaktadir. Bu reaktor
konfigirasyonu kullanilarak membran yilzeyinde zieale enzim tabakalari
olusabilmektedir. Bir tabakadan Urlin olarak ¢ikan dtesitx diger tabakadan kka
bir Griine katalizlenmekte, bdylece seri enzim rgakdari gerceklgebilmektedir.
Enzim jel reaktorlerinde aktivitesini yitirgiolan enzimin ortamdan uzaktailmasi
mimkin olmaktadir (16,17). Bu reaktérlerin konteall kolay olup déer enzim

reaktdrlerine gbre maliyetleri diktir.

Eski bir teknik olan enzimin membrana emdirme gdmnin yukarida anlatilan

konfigurasyonlara gore uygulanabilgcalanlar sinirli bulunmaktadir.
2.5. Enzim Bgli Membran Reaktorler

Biyokatalitikler, membran ylzeyine ya da icine ikeel veya kimyasal
metodlarla bglanabilmektedir. Kararli bir Rganma, substrat cozeltisinde
¢Ozunmeyen bir matrikse iyonik glanma, capraz [Eanma veya kovalent
baglanmaseklinde olmaktadir (18,19).

2.5.1. Biyokatalizorlere Kimyasal Olarak Bglanmis Membranlar

Tez konusu ile bdantili olarak bu bdlumde daha c¢ok sentetik polikner
membranlara kovalent olarak immobilize edinginzimlerden bahsedilecektiiik
kez proteaz enzimi diazotize ediknpolistiren membran Uzerinde denegnvie
bdylece enzimlerin kovalent olarak gandigi ilk immobilize enzim cakmasi
literatire gecmsiir. Bu islem genellikle son derece aktif kopri molekillefaro
gluteraldehit veya CNBr gibi biggkler kullanilarak gercekigiriimektedir. Ancak
enzim immobilizasyonunda yer alan mekanizmalgtucgbnden hentiz tam olarak
anlagilmamstir. Baglama glemi icin gluteraldehit kullanilggnda, gluteraldehitin
karbonil gruplari ile aminoasitlerin amin gruplamasinda bir shiff bazi reaksiyonu
gerceklgmektedir (19-21). Bu reaksiyon sonucu meydana geélggar, kovalent
baglanma enerjilerinin ¢ok yiksek aiu nedeni ile oldukca kararlidir. ggr taraftan
molekdl buyuklglu olarak gayet kiguk olan bu caprazglagict ajanlar enzim

yapisindaki aktif boélgeye niufuz edebilmektedir. Blurumda enzim inaktif
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olmaktadir. Ayrica aktif bolgeyi matriksle kapatkcgkilde b&lanmada da enzim
vazife goremez hale gelmektedir. Serbest enzimgtabgictaki aktivitesine kiyasla
geri donigumsuiz bir aktivite kaybi olmaktadir. Enzim immobésyon prosedurd,

enzim aktivitesini membran konfigirasyonundan dalzéa etkilemektedir (22).

Enzimler caitli membranlarin yilizeyine kimyasal olarak gtenmaktadir.
Baglanma ajanlari kullanilarak gerce$dieilen bu slem sirasinda, enzim membrana
dogrudan bglanms veya polimer matriks icerisinde gln bir & tzerine tutulmg
olabilir. Enzimin ylizeye kimyasal olaraklandigl membran sistemlerinde, enzimle
substrat arasinda yakin temagilaaabilmekte bdylece kuitle transfer direncleri
kismende olsa azalabilmektedir. Enzimler, singermembranlara kimyasal olarak
immobilize edildiklerinde, membran duvarlari aramki kitle transfer

direnclerininde dikkate alinmasi gerekmektedir.

Duvarlari gecirimsiz ve enzimle kaph tipst bir kigde kinetik
parametrelerin tahmin edilmesi icin Kobayashi vedlea (1974) tarafindan teorik
bir model tiretilmg bu calsmalarin sonuclar Bunting ve Laidler tarafindan da

dogrulanmstir (6).

Enzimlerin kimyasal olarak gandgl bazi hollow fiber membran
konfigurasyonlari kullanilarak g#li tedavi teknikleri gelgtirilmistir. Bu ¢algsmalar
arasinda hepatik rahatsizliklar ve I6semi hasteadestek verme amach kullanilan
binye dsi cihazlarin gektirimesi sayilabilir (26). Bu tlir tedavi amach wlgmalar

icin enzimlerin membrana dogiimsuz olarak bdanmasi buyik 6nem gemaktadir.

Enzimin polimerik asimetrik ve simetrik membramgérlere kimyasal olarak
baglanmasi ile enzim stabilitesi agisindan kararlisstem olgmaktadir. Bu nedenle
immun sisteme ait proteinlerin, yiksek molekglrbkli proteinlerin ve proteolitik

enzimlerin immobilizasyonuna imkan vermektedir.

Substrat dondiiminde rol oynayan kutle transfer mekanizmalameleolarak
kisimlandiriimg enzim membran reaktor icin Waterland ve ark. (39&dafindan

gelistirilen modele uymaktadir (27). Burada kinetik pagdreler serbest enzim
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kinetik calsmalarina ¢t kabul edilemeyeggnden, immobilizasyon proseduri

sonrasi enzim davragnin kinetik olarak karakterize edilmesi uygundur.

Immobilizasyon prosediriince uygulanangira kimyasal §lemlerden

membranin tgnim ve mekanik 6zellikleri etkilenebilmektedir.

Blinye dg1 cihazlan tasarlanmasinda genelde Cupropan holldver
membranlar kullaniimaktadir. Serbest enzimlerin @amine dgrudan enjeksiyonu
sirasinda c¢dtli yan etkiler ortaya cikfiindan immobilize enzim uygulamalari
Uzerinde durulmaktadir. Bu cahnalarda asparaginaz, katalaz, trikaz, allantokueaz
allantoinaz enzimleri gluteraldehit veya CNBr ahdciile s6zu edilen membrana
immobilize edilmektedir. Bunye icindeki gkan dinamgi sartlari bu tir reaktorlerin
isletilebilme kaullarini dgrudan etkilemekte veletilebilme araliklarini ancak belli
limitler icin sglamak mumkin kilmaktadir. Bu tir reaktérler gerkddli difizyon
kontrolli bolgede gletiimeye zorlanmaktadir. Busletim sartlari altinda toplam
reaksiyon hizi substrat @anabilme hizina dir. Mazzola ve Vecchio (1981)
maksimum reaksiyon hizina giliginda yatay akl hizinin —artik o dgerlerden
daha yiksek hizlarda caldiginda gorindr aktivitenin gtiigi- 6zel bir sinir dgere
sahip oldgunu gostermsierdir.
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3. RADIKAL IK POLIMERIZASYON

Radikalik polimerizasyon teorisinin alftwrulmasinda eski Sovyetler Biginde
akademisyen olan N.N.Semenof tarafindansgielen zincir reaksiyon teorisi temel
alinmstir.  Staudinger stirenin  polimerizasyonunu incedgrk polimerizasyon
prosesinde stiren dimer ve trimerlerine rastla@adiagiklamgtir. 1940’ yillarda
G.V.Schulz, H.Mark, P.J. Flory kendi elde ettikl&inetik sonuclara dayanarak
basamakli radikalik polimerizasyonun mekanizmasiydinlatmaya caymislardir.

Bugunki polimerizasyon bilminin temel iskeletinirkuuslardir(28).
3.1. Serbest Radikaller

1900 yilinda M.Gomberg hekzafeniletanin benzendékeltisinin isitildginda
sarl renge dongtuguna ve yuksek bir reaksiyona girme yet@n&azandgini

gozlemlemgtir.

Znveya A
(CaHC - €l 228 (CeHe)sC - C(GeHo)s

renksiz

2(CaHs)sC -

Hekzafeniletanin karbon-karbon gayarilarak, trifenilmetil radikalleri olgur.
Trifenilmetil molekull cifttememi bir tek elektron icerir.bdyle yapilara serbest
radikal adi verilir. Radiakllerin stabilizasyonu sagida verilen yollarla
gerceklgmektedir.

* Rekombinasyon (birkgne ile sonlanma)

H3C -+ CH3 L H3C CH3

» Disproporsiyon (orantilisiz sonlanma)

HiC——CH, + H,C——CH, > CH,=CH, + HyC——CHj

» Ciftlesmemg Elektron Transferi (radikalotropi)
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(a) Hidrojen atomunun ayriimasi

R-CH,OH + A+ =<——= R-CH-OH+ AH

(b) Radikalin dgismesi

CGH5 + CGH6 — H5CG- CGHS + H-

(c) Cift baza birlegmesi

e =0 <:’>T—'°<

Radikalik zincir reaksiyonunda radikalin c¢ift #a birlesmesi, reaksiyonu
baslatan ilk basamaktir. Bu odan radikallere monomerlerin ardi ardina katilmkesi i
biylr ve c¢@alma reaksiyonu gercekie Blyluyen makroradikallerin
rekombinasyonu veya disproporsiyon olayinda, rdoikbliylime reaksiyonu bir
noktada durdurulur, bdylece zincirin kirllmasi gedgsir. Elektron transferi
reaksiyonlarinda, molekuler zincirin kirllmasi agamanda yeni serbest radikallerin
olusumuna neden olabilir. Bu olaya “zincirin transferiadi verilir. Bdylece
polimerizasyon bgama, ¢@alma, sonlama ve zincir transferinden sala ardarda
reaksiyonlardan meydana gelir.

3.2. Polimerizasyon Reaksiyonu Ydntemleri
Radikal zincir reaksiyonlari genelde dort yontemyapiimaktadir; blok

polimerizasyonu, c¢Ozeltide polimerizasyon, suspamwsi ve  emdulsiyon

polimerizasyonu.
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3.2.1. Blok Polimerizasyonu

Genellikle blok (kutle) polimerizasyonu;
1.Monomerin saf halde isitilmasi ile
2.Monomere g1k veya radyoaktifginlarin etkisi ile

3.Monomere uygun B#atici eklenmesi ile gercelde. Polimer blok halde (kati

kitle) halinde olgmaktadir.

Polimer kutlesinde az bir miktar katalizbr veyalip@rizasyona girmengi
monomer kalabilir. Bu yontemle kolayca ve saf halgalimer sentezlenmesi
mumkindiar. Ancak reaksiyon sirasinda ortamdan ijeeisi cok zor olan 1sinin
sistemde yerel Isitma yapmasi, splws polimerin reaktdriin duvarlarina yamasi
ve diger istenmeyen urtnler blok polimerizasyonunu ekakartarak amaca uygun

olmaktan uzaklgtirir ve sanayide pratik olarak uygulanmasinitlasi

3.2.2. Cozelti Polimerizasyonu

Monomerlerin  uygun c¢Ozeltilerde seyreltimesi, k&igon slresince
gerceklgen yerel 1sinmalar c¢oOzelti polimerizasyonu ile dieger. CoOzeltide
polimerizasyonun blok polimerizasyondangeti bir Ustinliglide reaksiyon sona
erdiginde olgan polimerin ¢ézinmiihalde eldesidir. Uygun cézlculer kullanilarak
ve monomer konsantrasyonunu belirli 6lgculerdgig@erek, polimerizasyon hizinin
monomerin konsantrasyonuna ghaliligl, zincirin ¢dzicu yardimi ile transfer

yetengi vb., faktorler incelenebilir.

Cozuculerde polimerizasyon, sulu ortamda polinemypna kiyasla daha
avantajli oldgundan, ginumizde yeniden 6nem kazatimiBurada c¢ozuculerin

tekrar kullanildgl teknolojilerin gelgmesi ile kirletici atiklarin etkisi azaltilrgtir.
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3.2.3. Suspansiyon Polimerizasyon

Suspansiyon polimerizasyonunda monomer suda sispaaimektedir.
Cozlcu icinde asili partikullerin ¢api 0,1 milimeten birka¢g milimetreye kadar
olabilmektedir. Bglatici, monomer damlalarinda ¢6zinmektedir ve rgaks bu
damlalarin icinde meydana gelmektedir. Aciklanamtgih d@asi gergi blok
polimerizasyona benzer bir yontem olarak gorulmeikteAyni zamanda reaksiyon
sistemi su fazinda gdmis partikillerde gerceklgigi icin reaksiyondan ayrilan isi,
su fazindan dari transfer edilir ve 1sinin kolayca kontrol edasn sglanir. Blok
polimerizasyondan farkli olarak suspansiyon poligemyon, emdilsiyon
polimerizasyonundan sonra ikinci olarak sanayidaisgdir uygulama alanina

sahiptir.

Islemin gelsim siresince slispansiyon vizkozitesi artmakta weediklerin
kolayca yapmasi ve bunun sonucu olarak da buyuk partikilletaignesi
gozlemlenmektedir. Meydana gelecek olan yiegmligin engellenmesi icin ortama
uygun olarak stabilizor eklenmesi gerekmekteditati® nisasta, polivinil alkol,
karboksimetil sellloz ve ger suda ¢ozinmeyen polimer Bilderinin yani sira toz
halinde Ca ve Ba karbonatlar, bentonit, kil ve bilenzer anorganik bieler

stabilizor olarak kullaniimaktadir.

Monomer ve suyun katikli ¢c6zUnrlgini azaltmak, su fazinin onlugunu
ve yuzey gerilimini dizenlemek icin sisteme sik slé&ktrolit, drngin yemek tuzu

eklenmelidir.

3.2.4. Emlsiyon Polimerizasyonu

Sabunun sudaki c¢oOzeltisinde konsantrasyon belith degerin Uzerine
ciktiginda sabun molekulleri agregasyonaan ve misel olgturur. Boylece suda az
cbzinen veya c¢Ozinmeyen monomerlerin eklenmesi ndwmda, monomer
molekdilleri misellerin icerisine girer ve hidroféddmonomer suda kismen ¢dzunr.

Bu durum solubilizasyon olarak tanimlanmaktadir.
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Emdlsiyon polimerizasyonunda genellikle suda c@&ribalaticilar, orngin
potasyumpersulfat kullaniimaktadir. Su fazindasaturadikaller misel icerisindeki
monomer molekdlleri ile cargmakta ve polimerizasyonu $gatiimaktadir.
Goruldigtt  gibi  emdilsiyon polimerizasyonunun mekanizmasi ngig olarak
suspansiyon  polimerizasyonunun  mekanizmasindan hdatk Emdulsiyon
polimerizasyonunun esas avantajl yiksek reaksiypnve yiksek polimerizasyon
derecesinin olasgidir. Bunun yani sira sicaklik, reaksiyon sisteminzkozitesi ve
diger faktorler kolayca duzenlenebilmekte ve emilgatorvarlgl reaksiyon

karisiminin yiksek hizda katirma gergini ortadan kaldirmaktadir.
3.3. Radikalik Polimerizasyon Reaksiyonunun Basamaari

En yaygin polimerizasyon gatma yontemlerinden biri gkatici varlginda
polimerizasyondur.  4dagida  benzoilperoksitin  eklenmesi ile skatilan

polimerizasyon reaksiyonu verilgtir.

Benzoilperoksit: Benzoilperoksit (BPO) deney #dlarinda monomolekiler
homolitik ayrilma ile serbest radikallere d@iii

(CsH5COO0), K, 2C;HsCOO —k 2CgHs" + CO,
Bu reaksiyonun hizini veren denklem ise,
-d[BPQO] / dt = K[BPO] + k[BPOT*

Benzoil peroksitin fenil gekirdgnin farkl turevleri, parcalanma hizina etki eder.
Benzoil peroksitin aysmasini birinci basamak ve ikinci basamak temsilrede
Gercekte her iki radikalden hangisinin sladuci oldyu bilinmemektedir. Bu

radikalin stirenle muamelesinin ardindan radikaldolimerizasyon reaksiyonu

baslamis olur.
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k
CgHsCOO + CH,= CH — > C;H:COO0—CH,— CH

ks: Baslama reaksiyonu hiz sabiti

Olusan bu radikal bgka bir monomer molekdlln cift Baile birlesir ve bu reaksiyon

defalarca tekrarlanir. Bu basamak reaksiyonun bigyéwnesidir.

. k .
CeH:COO—CH,—CH + CH,=CH —> C;H,COO—CH,— CH—CH—CH

k4. BUyume reaksiyonu hiz sabiti

Tam bu radikaller, ara urin olarak ¢ok kisgara stresine sahiptirler. Radikaller

rekombine olarak stabil polimerler gturabilirler.

CHsCOO|— CH—CH—|cH—(CH + CeHsCOO|—CH,—CH—|cH—CH——=5 »

L —1(n-1) - —1(m-1)

CeHsCOO [— CH,— CH—|CH;— CH%H—CI—Q H—CH—/—00CHCq

L __1(n-1) L —I(m-1)




29

ks: Zincir reaksiyonunun sonlanma hiz sabiti ( 2 eamp makromolekullerin
olusumunda herbir reaksiyona iki radikalin katgohi gostermektedir.)

Benzoilperoksitin konsantrasyonuna | dersekldiecinin ayrgma hizi,

V1= kq[l] olur.

Monomer radikalinin olgma hizi,

V1= d[BPQ] / dt = 2fk]l]

f: Bagslaticinin etkinlik faktort

Sonlanma hizi ise iki radikalin kaybolmasi sonulusar.

Vs = -d[BPQ] / dt = 2k[BPO]?

Reaksiyonun bdama hizi ile sonlanma hizlarinigiteoldugu distintld(giinde,
V1 = Vsise 2fk[l] = 2ks[BPO]?

Buradan,

[BPO] = {fk 1[I] / ks} *? elde edilir.

Reaksiyon hizi R, reaksiyonun blyume hizgiaadugu kabul edilirse,
R = k [BPO] [BPO], yukaridaki denklemlersélenirse,

R = ks {fk 4[1] / ks} 2 [BPO] formdilii elde edilir.



30

3.4. Poli(Stiren-Divinilbenzen) Polimerizasyon Reakiyonu

Endlstride ve gunlik hayatta oldukca yaygin olakalklanilan polistiren
divinil benzenin capraz lg@myici olarak kullaniimasi ile 06zellikle membran
teknolojilerinde, membrana dayali reaktorlerde geki kullanim alani bulmgtur
(29,30,31). Polistiren d@si itibariyle lineer bir polimerdir. Divinilbenzenstirenin
yapmg oldugu radikalik reaksiyon sonucunda caprazglaams bir g yapili
polimere donglr (Sekil 3.1).

CeHsCOO + CH,=CH + CH,=CH ——>

T

H CHHCJCH;—HC— CH;—OOCHC,

m
CHZ_ CH

CH,=—CH

pHz—cH
CeHsCOO—CH,— CH—CHEQ H— CF&} CH

n

Sekil 3. 1.Polistiren ve divinil benzenin radikalik polimersagon reaksiyonu.
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4. POLIGLUTERALDEH IT

Poligluteraldehit  biyosensor  teknolojisinde, enzimimmobilizasyon
sistemlerinde, enzim modifikasyonunda kullanilarprea bglayici bir bilesiktir.
Uzerindeki karbonil gruplari sayesinde poliglutdediit, amin grubu bulunduran
bilesiklerle shift bazi reaksiyonu yaparak kovalent akabalanir.

Polimerizasyon reaksiyonu bir aldol kondenzasyaksgonudur $ekil 4.1.).

H H

bazik ortam
M >
(@) (@]

gluteraldehit

poligluteraldehit

Sekil 4. 1.Gluteraldehitin polimerizasyon reaksiyonu.
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Sekil 4. 2. Gluteraldehitin polimerizasyon reaksiyonunun mekarasi
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Sekil 4.3. Poligluteraldehite enzim enzim immobilizasyon r&g&nu.

Poligluteraldehit pek¢cok metodla elde edilebiliazk veya notgartlarda pH
7-13,5 aralginda suda ¢oziinen veya ¢ozunmeyen, molekili g 12.000-20.000’e
desisen polimerler olgur. Tablo 7’de pH ve monomer konsantrasyonunun bir
fonksiyonu olarak suda ¢6ziinen veya ¢oziinmeyemeadlerin yizdeleri verilnstir.
Ayrica yapilarda karboksil, hidroksil, aldehit gtar pH’ a ba&li olarak degisen
yogunlukta olmaktadir . Karbon-karbon ciftegtari ise karbonil gruplari ile orantih
miktarda bulunmaktadir. Suda ¢6zinen poliglutetattey, suda cozinmeyenlere
kiyasla daha fazla karboksil grubu icermektedirntu nedeni ortamin  pH’ sina
bagli olarak olgan Cannizzaro tepkimesidig€kil 4.2.). Poligluteraldehit 75-160 C°
sicaklga maruz kaldiinda &irliginin %3,6’ sini kaybetmektedir. Sicaklik 160-300
Ce° arasinda isegaliginin %37’ sini kaybetmektedir(32).

Poligluteraldehit sulu cozeltilerinde 233 ve 285 ’lende pik vermektedir.
Polimerizasyon gercekigginde karbon-karbon cift & miktar artacgindan 233
nm’'de optiksel ygunluk artacaktir ( Karbon- karbon c¢ift a233 nm’ de
karakteristik pik verir). Hidroksil gruplart bu ¢ balarla reaksiyon
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verebilmektedir.Aldehit gruplan 285 nm’de absorbarerir. Aldol kondenzasyon
reaksiyonu gercekigkce, karbonil grubu miktari azalmaktadir(33).

Tablo 4. 1.Degisen pH ve monomer konsantrasyonunasikauda ¢ozinen yada

cbzinmeyen polimerize gluteraldehit konsantrasyonu

Monomer konsantrasyonu| pH | Suda ¢bziinmeyen Suda ¢cozinen
%(v/Iv) polimer % polimer %
50 10.5| 45.0

20 10.5| 35.0 14

12 10.5| 26.0

5.0 10.5/ 10.0

1.0 10.5/ 1.0

12.0 11.5 23.0

12.0 12.2 14.0

12.0 12.5 4.0

12.0 13.3 0.0

20.0 13.5 0.0
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Sekil 4. 3.Poligluteraldehitte yukseltgenme tepkimesi.

FTIR spektroskopisinde ise konjuge olmayan aldghiplari, konjuge aldehit
gruplar ve karbon-karbon cifte glari 1720, 1680 ve 1635 ctue adsorbsiyon
bandina sahiptir.

Suda ¢dztunmeyen poligluteraldehit sentezi bir capgglayici ve bir surfaktan
vasitasl ile yapilan sispansiyon polimerizasyonuQapraz bglayici ajan olarak
poliamidler - o6rngin izobutoksipoliakrilamid — kullanilir. capraz #ayici
konsantrasyonu % 0,1-10 arasinda olabilir yalrenedjikle %1-5 tercih edilir.
Capraz bglayicinin etkisi ile poligluteraldehit polar ¢ozieide ¢ozinmez. Ama
benzen, toluen, hekzan, heptan gibi alifatik veyameatik organik c¢cozicullerde
¢6zUndr. Surfaktan olarak aminler, amin tuzlarateuner amonyum bieleri gibi
katyonik surfaktanlar, karboksilik asitler, sulfkiriesterler, silfonik asitler gibi
anyonik surfaktanlar veya polietilen oksit, polipiien oksit gibi non-iyonik
surfaktanlar kullanilabilir. Olgan gluteraldehit polimerinin blyukdi surfaktan
konsantrasyonuna, pH' a, gluteraldehit monomer &umasyonuna [ghdir.
Suspansiyon formu iginde %0,1-20 gluteraldehit, 240) capraz kdayici ajan,
%0,1-3 surfactan bulunur. pH agali7-13 olup, genellikle 9-11,5 arasi tercih edilir.
Suda ¢oztiinmeyen poligluteraldehitin ¢capi 200 AOu aralgindadir.

Suda ¢6zinmeyen poligluteraldehit sentezi; % 5Sghgiraldehit, sollisyonu
(100 cc) ve % 0,05 etilen daimin, % 3 Triton X-1p@ 11’ de, 25 C°’ de kagturilir.
Polimerin ¢api 1p civarindadir(32).
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Gluteraldehite immobilizasyonda nazaran poliglutehitin tercih edilmesinin
bircok sebebi vardir. Gluteraldehitle enzim veya irdim bilesiklerin
immobilizasyonunda okan reaksiyon shiff bazi reaksiyonu veya asetal
reaksiyonlardir. Olgan ba&lar kararsiz yapidadir. Ortam pH’ dan etkileniri8hiff
bazi indirgenme reaksiyonuyla ancak sekonder amninndunda kararlidir. Buylem
hem maliyetli, hemde enzim veyagdr biyolojik materyaller icin bozucu etkiye
sahiptir. Poligluteraldehitte ise immobilizasyomigki tarz reaksiyon olgabilir. Biri
yukarida anlatildy shiff bazi olgumu, dgeri ise Michael katilmasi denilen konjuge
cift baga enzimin amin gruplarinin katilmasidgekil 4.3.). iki bagda rezonans
stabilizasyonu nedeni ile karalidindirgenme reaksiyonuna gerek duyulmaz (34).
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5. NISASTA, ENZIMATIK HIDROLIZI VE
HIDROLiZ URUNLERI

5.1. Nsasta

Yuksek yapili bitkilerde, fotosentez UrinU olansasta depolanmi bir
polisakkarittir. iki polisakkaritten olgur. Bunlar lineer polimer olan amiloz ve
dallanmg polimer olan amilopektindir. Dgal olarak graniler yapida ghn tek
polisakkarittir. Bu grantler yapi oldukca gumn olup, sguk suda ¢coziinmezZékil
5.1.).

o
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Sekil 5. 1. Nisastanin yapisi

e Amiloz : Anhidroglukoz Unitelerinden ofan amiloz, a-D-1,4 glukozidik
baglarini iceren lineer bir polimerdir. Amilozlarin rekdl agirigl ve
seviyesi ngasta tipine gore ggsim gosterir. Amiloz molekdlleri 200-2000
anhidroglukoz unitesinden alur. Suda ¢6zinngiamiloz oldukca kararsiz
yapiya sahip olup, molekdl i¢ci ve molekiller aresdilesme yapar. Bu durum
amiloz c¢o6zeltisinin  viskozitesinin artmasina, arnilomolekillerinin
cokelmesine neden olur. Amiloz molekdlleri iyot immavi renkli sarmal

kompleksler verirler§ekil 5.2.).



38

6 6 6
CH,OH CH,OH CH,OH
s 0 h /-—0'\ /s — 0
4 /OH I 4 OH 1 4 /OH ~ 1
e O —
OH 3 2 3 2 3 2 OH
OH OH OH
- —

Sekil 5. 2. Amilozun yapisi

* Amilopektin: Amilopektin yapisindai-D-1,4 glukozidik bgla olusan lineer
yapiya 20-30 anhidroglukoz Unitesinde hifrD-1,6 glukozidik b ile
polimerik dallanma mevcuttur. Her molekilde 50-78l dbulunur ve bu
dallarin her biri 20-25 anhidroglukoz zincirindedugur. Amilopektin
cOzeltisi yiksek viskoziteye, berragd, jellesmeye kagi dirence, karalifia
sahiptir. Amilopektin iyot ile zayif olarak Bnarak kirmiz / kahverenkli
kompleks olgturur. Farkh ngasta tiplerinde dgsik seviyede amilopektin
bulunur §ekil 5.3.).

vanzivce O B B

angzincike WO W W

Sekil 5. 3. Amilopektinin yapisi.

Nisastada, bu iki polimerik yapi yari kristal ve amddbakalar halinde
bulunur. En kaliteli niastalarda bu tabakalar merkezi simetriktir. Yaristet

tabakalar kisa amilopektin dallarinin cifte sarryapi olgturmasi ile olgur. Yari
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kristal tabakanin amorf bolgesi ve amorf tabakajar kristalize olmangi
amilopektin dallarindan ve amilozlardan @lu Tahil ngastasinda oldiu gibi cifte
sarmal yapilar ygun bir sekilde paketlenngiise ortogonal niteliktedir(A tip kristal),
patates rastasinda oldiu gibi cifte sarmal amilopektin dallar daha azgyo
paketlenmy ise hekzagonal yapidadir (B tip kristal). Her tkite blnyelerinde
yapisal su bulundurur, yalniz yapisal su miktarakaB tip kristalde daha fazladir
(Sekil 5.4.). Nsastalar granil yapilarinda bulunan kristal “criléti’ tiplerine gére
siniflandinlir. Dier tUr nsastalar 6rngin bezelyede iki kristal tipide bulunmaktadir.

Bu tipler grantlin spesifik bolgelerinde bulunur.

"

O

OO0O0O0
O0000

OO00O0O0
O000O0

O0O00O00

Sekil 5. 4. Nisastadaki kristal yapilari A. Ortagonal kristal y&piHekzagonal kristal
yapl

Amilopektin ile amiloz miktarlari astanin cinsine @& olarak

degsismektedir. Waxy mnjastasi gibi hic amiloz icermeyen sastalarda

bulunmaktadir. Bazi baklagillergaistasinda ise %75’ e varan amiloz bulunmaktadir.

Nisasta Uzerinde hidroksil gruplari sayesinde cok ngm cekici Ozelfie
sahiptir. Bunyesinde %7,5 su bulunduragasta nem cekici olarak, maddelerin
nemden korunmasinda kullanilir.
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5.2. Nsastanin Asidik Hidrolizi

Hammaddede bulunan giili gi reaktor sartlarina adapte etmek igin asitle
muameleden yararlanilir. Konsantre hidroklorik &sitdurumun dindadir. 100-240
C>de konsantre hidroklorik asitle hidroliz mumkiind Daha blyuk asit

konsantrasyonlarinda sicaklik 30 C°’ ye kadagedl

Sualfurik asit konsantre formda kullanilabilse deaygin olarak % 0.5-5
seyreltik cozeltileri hidroliz glemi icin kullanilir. Konsantre veya seyreltik asit
cOzeltilerinde ayirma ve geri dogiim isleminden sonra yakjegk %3 kadar kayip
vardir. Konsantre asit kullaniminin bir avantajdigik basing ve sicaklikta hidroliz

reaksiyonunun gercekimesidir.

Konsantre hidroklorik asit (%47) gucli asidik hitizacin kullanilir.Konsantre
HCI herhangi bir asidik prosesigeker veriminden daha ytksek bir verimle oda
sartlarinda rgastayi hidroliz eder. Ancak yuksek koroziflik, ugiik, pahalilik gibi
cok fazla dezavantaja sahiptir.

5.3. Nsastanin Enzimatik Hidrolizi

Nisastayl hidroliz eden enzimlere amilazlar adi wveril$ekil 5.5.). Bu
enzimlerin en oOnemlisic-amilazdir. Ngasta + su —> glikoz reaksiyonu
nisastanin hidroliz reaksiyonudur. Glikozidik ga kopmasi ile suyun —OH’ i bir
glikozla H-‘ i diger glikoz ile birlgir. a-amilaz ,a-1,4- glikozidik bglarini, glikoz
unitelerine kadar hidroliz edebilir. Bir flea amilaz ¢cgdi olan glukoamilazp-1,4-
ve a-1,6- ba&larini glikoza kadar hidroliz eder (35).

Jellsstiriimis nisastanin amilaz ile muamelesi sonucu dekstroz zideO
arasinda olan maltodekstrin g@lu. Maltodekstrin tatsiz olup molekulgiai g
dagihmlidir ve o-1,4- glikozidik b&li anhidroglikozlardan okur. Maltodekstrin
hazir ¢orbalarin,pudinglerin,dondurmalarin,cikdiaiigeceklerde bebek mamalarinin
yapiminda, gidalarda dolgu maddesi, cikolatali e&drde kurutma
ajani,ekmeklerde, pasta ve etlerde nem tutucu lgladésik NaCl iceren tuz

uretiminde kullanilir.
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Genel formuli &H2,0;; olan ve iki D-glikoz molekdliunin 1,4 glikozidik
bagla baglanmasindan okwn bir disakkarittir. Sistematik adi 4-©b-
glikopiranozil-D-glikopiranozdur. Maltoz glikozdataha az tatli bigekerdir. Cozelti
halinde, %35-60 maltoz icerenlere konsantre mal§arubu, %70-85 maltoz
icerenlere yuksek konsantre maltearubu denir. Suruplar diguk vizkoziteye
sahiptir. Kullanim alani 6zelliklgekerleme endustrisi, gida ve ilag endustrisidir(36)

}\Ii@asta hidraliz urunleri[
| Glikoz Surup | Maltoz Surup | Mattodekstrin lHuru Glikoz J
k TR — e e Ry U s

¥

w w l
| Derigik Fruktoz Surup | Fermantasyon | Krizstallegtirme

| Etanoal | { Sitrik

A =it L ]

Hristallegtirme Sarbital Sivi Sorbital
kristallesgtirme

Kristal Fruktoz |
| Kat Sorbital |

¥ ¥
Dekstroz Susuz
monohidrat Diekztroz

Sekil 5.5.Nisastanin hidroliz Grtnleri
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6.GERECLER VE YONTEMLER

6.1. Gerecler

6.1.1. Kullanilan Maddeler

Tablo 6.1.Deneyde kullanilan sarf maddeler

ADI URET ICI FIRMA KATOLOG NO
Maltogenaz L Nova Nordisk ABNOOO20
Stiren Tlpra-Yarimca

Divinil benzen Merck 803598
Gluteraldehit Merck 8206031000
KH,PO, Fluka 60218

NaOH Fluka 71692

HCI Merck 100.317.2500
NaCl Carlo Erba 368257
Maltodekstrin Avebe(Holland)

Maltoz Sigma M-2250
Sodyum Asetat Sigma C-1000
Sodyum Azide Merck 1.06688.0250
Asetik asit Merck 1.00056
Thymol Sigma T-0501
a-naftol Sigma N-1000
H,SOy Sigma 732.2500
C,HsOH Merck 1.00030
Acetonitril Merck 13.2500

K5 TLC plak Whatman 4850-820




43

6.1.2. Enzim

Maltogenaz L enzimi Novo Nordisk tarafindan hedigéildi. Maltogenaz
Bacillus subtilis'in genetik modifiye bir soyuylarétiimis ve eksprese Bacillus
stearothermophilus’den elde edilen siggkldayanikli bir maltogeniki-amilazdir.
Koyu kahverenkli sivi olan enzimin gonlugu 1,25 g/ml ve aktivitesi 4000
MANU/mI olarak belirtiimistir. MANU asagida belirtilen standagartlarda dakikada

maltotriozun 1 mikromolind hidroliz eden enzim naitir.

pH 5,0 (0,5 M Sitrat tampon ¢o6zelti)
Sicaklik 60°C

Substrat Maltotrioz

Reaksiyon Siresi 30 dakika

Maltogenaz, maltotriozu iceren gik molekul &irlikh oligosakkaritlerde,
kismen hidroliz edilmi nisastada ve gastadakia(1,4) glikozidik balari hidroliz
eder. Non-reducing zincir uclarindan maltoz birimlayrilir. Acgiga cikan maltoz
birimleri alfa konfigiirasyonundadir. Enzim yiksekltoz ihtiva eden maltogurubu
dretmek icin, amilopektin kiran enzimle kullanilabgi gibi tek olarak da
kullanilabilir. Endustriyel kullanimlar icin tavséyedilen operasyogarlari 60°C ve
pH 5,0-6,0'dir.

Enzimler depolama sicaglna ba&li olarak zaman samiyla azar azar
aktivitelerini kaybederler. Maltogenaz L, 5'@ saklandiinda 6 ay, 25 Cde ise 3
ay aktivitesini korudgu gozlenmgtir(37).
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6.2. YOntem

6.2.1.ince Tabaka Kromotografisiile Maltoz Analizi

Maltoz standartlari 0.5-4ug/uL arasinda alindi. Herbir standarttaqulLl
alinarak, TLC plate damaltildi ve kurutuldu. Makogz ile reaksiyona giren MD
cOzeltisinden elde edilen maltozun miktari bu stathdralginda tespit edildi. Maltoz
, Whatman K5 TLC plakalari ile tek ¢cozelti sisteknilanilarak ayrildi. Cozelti 1.5
: 8.5 (V/ V) su- asetonitril(Robyt, 1987). TLCafllari ¢ozelti sistemi kullanilarak
bir kez yoratalda.Yaratilmesieminden sonra plakalar sa¢ kurutma makinasinda

kurutuldu.

TLC, Uzerindeki karbohidratlari gortunur hale gegkmicin TLC plakalar
%0,5 tymol ve % 5 K5O, intiva eden etanol ¢ozeltisine daldinlip hot-pléizerinde
11¢C’de 5 dakika isitildi.

6.2.2. Membranin Sentezi

Yuksek poroziteye sahip polimer iki basamakta sdetenstir. Birinci
basamak polimerize gluteraldehit sentezidir.s Diacmi 50 mL olan polimer
blogunun Uretimi icin %5’lik gluteraldehitten 5 mL ahrak 50 mL'ye seyreltildi.
Aldol kondenzasyon polimerizasyonunun olmasi igitama 5 mL , 0,1 M NaOH
ilave edildi ve 30 dak. 600 rpm’de manyetik ktaricida karstirildi. Daha sonra bu
reaksiyon sonucu elde edilen poligluteraldehit ¢ésrden 45 mL alindi. Cozelti
icine radikalik polimerizasyon reaksiyonunu slaamak icin kullanilan bgdatici
potasyum peroksidostlfattan 0,7 g konularak, cGzURU ¢Ozeltinin Uzerine % 59
stiren,% 26 divinil benzen ve %15 span-80'densatu5 mL emilsiyon faz ilave

edildi. Polimerizasyon reaksiyonu ®0de gerceklgtirildi.
6.2.3. Membranin Modifikasyonu
%5’lik gluteraldehitten 5 mL alinarak 50 mL'ye selidi. Aldol

kondenzasyon polimerizasyonunun olmasi igin ort&nmaL , 0,1 M NaOH ilave
edildi. Gozenekli polimerik yapt 3mm et kalgia sahip olacalgekilde torna
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tezgahinda kesildikten sonra, yikandi, kurutuldu Welder'a yerlgtirildi.
Gluteraldehit ¢Ozeltisi holder'a Benmg polimerden strekli olarak 24 saat boyunca
sirkile edildi. Ardindan membran polimer 6énce 300 saf su ile daha sonra da 200

mL 1M, pH 5,5 NaAc tampon ¢ozeltisi ile yikandi.
6.2.4. Biyokatalitik Membran Reaktoriin Uretimi

50 uL maltogenaz, 50 mL, 1M, pH 5,5 NaAc tampon ¢ozeltle ¢ozuldi. Bu
protein cozeltisi 24 saat boyunca 5mL/dak debidenbrandan gecirilerek kovalent
olarak immobilizasyonu gerceklaildi. Baglanmaya enzimleri uzakjarmak icin
once 300 mL saf su ile daha sonra da 200 mL 1M5fHNaAc tampon ¢ozeltisi ile
yikandi. Depolamalemi gerektginde £#C’de biyoreaktér muhafaza edildi.
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7. SONUC ve TARTISMALAR

7.1. Poligluteraldenhitin Yapi Analizi

Polimerize gluteraldehit bazik ortangartlarinda (pH 9) elde edildi.
Gluteraldehitin buyartlar altinda yapilan Cannizarro tepkimesi sondeugide edilen
poligluteraldehitin sivi halde iken UV spektrofotetredeki piklerine bakilginda
285 nm’de aldehit gruplarina ait pik ve karbondar cifte b&ina ait pikler ise 233
nm’de gozlemlendi§ekil 7.1.).

Sekil 7.1. Poligluteraldehitin UV spektrofotometre pikleri

Poligluteraldehit sentezlendikten sonra vakumluvedl 50C'de 48 saat
boyunca suyu buhasdfrilarak kati halde poligluteraldehit elde edigtm. Sekil 7.2
FTIR spektroskopisinde ise konjuge olmayan aldajritplari, konjuge aldehit
gruplari ve karbon-karbon cifte gari sirasi ile 1721,1682 ve 1641 Cuke
adsorbsiyon bandina sahip ofdu, 3428 crit’de suya ait OH absorbsyon bandi,
2946 ve 2872 cifide alifatik C-H gerilmesi, 1460, 1414, 1356 Cinke alifatik C-H
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duzlem ici @ilmesi, 1120, 1044, 970 chide alifatik C-H diizlem di egilmesi
gorilmektedir.

Sekil 7.2.Poligluteraldehitin FTIR spektroskopisi

Ayrica polimerize gluteraldehitin Xgin1 difraksiyonuna bakildi. 17,720 ;
21,560 ; 27,320 ; 30,920 ; 31,640 ; 38,120 ; 44,280,920 ; 45,400 ; 55 ; 59,160 ve
64,360 dereceleri PGL'nin yapisindaki kristalik gegari-kristalik yapilar gostergli

bulundu

0-27 derece arasindaki genpik ise malzemenin amoriunu temsil
etmektedir. Tum spektrum boyunca bulunan oldukggiikipikler —gurultii olarak

adlandirlir- polimerik yapilarda goruld§ekil 7.3.).
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Sekil 7.3.PGL’nin X-igini ile analizi

Sekil 7.4.PGL'nin DSC ile analizi



49

Sekil 7.4.’te goruldigt gibi PGL'de U¢ ayri camsi ge&cisicaklg
gorulmektedir. Bunlar 62 ,112 ve 22Z’dir. Bunun nedenini okan PGL’nin
yapisal olarak 300-20000 Da kadargigen polimerik yapisindan ileri geldni
disinmekteyiz. 62C'de molekul @rhg disik olan PGL’lerin camsi gegi
sicaklgl, 112C’de ise 62C’'de camsi gegi sicaklgina sahip olan polimerlere
nazaran daha buyidk molekulgidigina sahip olanlarin camsi gggsicaklgi
222C’de ise molekul @arhg en buyik PGL’lerin camsi gagcisicakliklarini
gormekteyiz. Cagmamizin devaminda ise PGL'nin TGA ile termal arlatini

yaparak daha net yaklanlar sunmaya cajacasiz.

7.2. Divinil Benzen-Stiren Kopolimerinin Yapisinin

Analizi

Divinil benzen-stiren kopolimerinin yapisi FTIR,Xm ve DSC ile

aydinlatiimaya c¢agild1.

Sekil 7.5. FTIR analizinde 3444 chde suya ait OH absorbsiyon bandi, 3061
ve 3027 critde aromatik C-H gerilmesi 2924 ve 2853 toe alifatk C-H
gerilmesi 1602, 1493 ve 1452 ¢ide aromatik C=C gerilmesi, 1026 ve 905 tde
aromatik C-H diizlem ici@mesi (p-suibstitiie benzen icin), 798, 759 ve 689"de
aromatik diizlem @i egilmesi (p-substitiie benzen igin) gortlmektedir.

X-1sin1  difraksiyonu analizinde ise divinilbenzen-stire kopolimerinin
yapisinda kristalik yapi veya yari-kristalik yapiyastlanmangtir. Amorf yapinin
etkin siddetini gosteren 0-27 derece arasinda oldukgas denpik ve tim spektrum
boyunca gurultt elde edilstir (Sekil 7.6.)

Divinilbenzen-stiren polimerinin DSC analizinde i203C’'de camsi gegi
sicaklgl ve 287C’de ise yumgama sicakfii goralmistir. 450C’de ise kopolimer

tamamen deforme olmgtur(Sekil 7.7.)
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Sekil 7.5. Divinil benzen-stiren kopolimerinin FTIR spektrumu
Sekil 7.6. Divinil benzen-stiren kopolimerinin  Xsin1  difraksiyonu

spektrumu
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faxo

Sekil 7.7. Divinil benzen-stiren kopolimerinin DSC analizi

7.3. Membran Polimerin Yapisinin Aydinlatiimasi

Bu noktaya kadar yapilan tim analizler membran npedin yapisini
aydinlatmak amaciyla referans datayi sidlumak icindir. Yukarida takip edilen

analiz sistemi membran polimerine uygulagmi

Membran polimerin FTIR analizinde 3444 ¢ite suya ait OH absorbsiyon
bandi, 3061 ve 3027 chide aromatik C-H gerilmesi 2924 ve 2853 tde alifatik
C-H gerilmesi 1602, 1493 ve 1452 ¢ie aromatik C=C gerilmesi, 1026 ve 905
cm’de aromatik C-H diizlem icigimesi (p-suibstitiie benzen icin), 798, 759 ve 699
cmbde aromatik diizlem g egilmesi (p-siibstitiie benzen icin) gérilmektedir
(Sekil 7.8). Bu piklerin tamami divinil benzen-stir&apolimerinde de mevcuttur.
Ama 1735 crfide goriilen pik C = O gerilmesine ait piktir. Bike PGL’nin FTIR
spktrumunda denk gelmekteyiz. Bir farkla bu pik 17@m"de goriilmekteyken,
divinil benzen ve stirenle yapmioldusu radikalik reaksiyon sonucu ghn
baglardan 6tiirii pik kayma yapswe 1735 crfide gdzlenmitir. Bu kayma kimyasal
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baglardan olgabildigi gibi eger polimerlame olmangsa, polimer kagimi
olusmussa molekuller arasi etkigme neticesinde olabilirdi. Bunu anlamak igin
stokiyometrik olarak membran polimerdeki PGL, divisenzen, stiren miktarlari ile
ayni olacaksekilde PGL ve divinil benzen-stiren kopolimeri cok bir sekilde
karistirildi. Bu kargimin FTIR spektrumuna bakifginda 3441 critde suya ait OH
absorbsiyon bandi, 3062 ve 3026 tde aromatik C-H gerilmesi 2927 ve 2856 cm
Lde alifatik C-H gerilmesi 1603 cfide aromatik C=C gerilmesi, 1126,970 ve 906
cm’de aromatik C-H diizlem icigmesi (p-suibstitiie benzen icin), 797, 758 ve 700
cm’de aromatik diizlem g egilmesi (p-sibstitiie benzen icin) gorilmektedir.
Karbonil gerilme piki ise 1716 chue gorilmektedir( Sekil7.9). Bu durum

polimerizasyon reaksiyonunun etugu kanisini arttirmaktadir.

iEnE] oo a0l 2000 1500 1000 SO0

Wavanumaariem-1)

Sekil 7.8.Membran polimerin (PGL-DVB-PS) FTIR spektrumu
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Sekil 7.9. PGL, divinil benzen kagiminin FTIR spektrumu

Membran polimerin Xgini difraksiyon spektrumu inceleriginde 0-23 derece
arasinda amorf yap! oranininstigiini ve bu bdlgede de yari kristalik yapilari
temsil eden pikleri gérmekteyiz. 23,00 ; 24,00 ;22® ; 26,120 ; 27,240 ; 29,400 ;
31,00 ; 32,500 ; 37,00 derecelerde kristalik yamtartulmektedir §ekil 7.10).

Sekil 7.10.Membran polimerin Xsini difraksiyonu spektrumu
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PGL ve divinil benzen-stiren kopolimeri kamini X- isin1 difraksiyonu ile
karsilasildiginda kristalik yapilar arasinda farkliliklar goridkiedir. Bu kaginim
sahip oldgu kristalik yapi PGL'nin sahip oldiu kristalik yapi ile értémektedir.
PGL ile PGL, divinil benzen - stiren kopolimeriniiX-isini difraksiyonu

spektrumlarindaki benzerlikler goralmektedjekil 7.11).

Sekil 7.11. PGL ile PGL, divinil benzen-—stiren kopolimerinin -1xni

difraksiyonu spektrumlari

Sekil 7.12.Tam polimerik yapilarin Xgini difraksiyonu spektrumu
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Membran polimerin DSC analizinde ise 150,7 ve 190®de iki camsi gegi
sicaklgl, 260°C’de yumygama sicakfil, 436,22C’de ise polimerin deformasyon

sicaklgl gorilmektedir $ekil 7.13).

PGL, divinil benzen-stiren kopolimerinin keaminda ise PGL ile ti¢ ayri camsi
sicaklik gegileri ile Ortisen camsi gegisicakliklari gorulmektedir. Bu sicakliklar
66,20 ; 128,42 ve 213,42C ‘dir. Yukarida aciklanga gibi PGL'nin yumyama
sicakliklari 62 ,112 ve 22Z'dir.(Sekil 7.14)

Tdm bu analizleri desteklemek amaci ile ilerleyetisghalarda AFM, SEM,
kati-NMR analiz teknikleriyle yapi aydinlatiimasimpdilecektir. Ayrica fiziksel

testler icin cekme-germe deneyleri yapilacaktir.
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Sekil 7.14PGL ve divinil benzen-stiren kopolimerinin kaminin DSC ile

analizi
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7.4. Maltogenazin Katalitik Membran Biyoreaktordeki

Kinetik Parametrelerinin incelenmesi

7.4.1. Serbest Enzimin Kinetik Parametreleri

Maltogenaz, maltotriozu iceren @ik molekul &irlikli oligosakkaritlerde,
kismen hidroliz edilmi nisastada ve gastadakia(1,4) glikozidik balari hidroliz
etmektedir. Maltogenaz enziminin kinetik paramerieblarak sicaklikla ve pH'la
degisen aktivasyonunun incelenmesi, optimum sicaklilpdnin elde edilmesi, Km

Vmax, unit enzim miktari tespit edilgtir.

Serbest enzimin 6ncelikle Km ve Vmaxgééeri elde edilmgtir. Bunun icin
hem Michaelis-Menten grdfi hemde Hanes-Woolf gragi cikariimstir (Sekil 7.15,
16)

=
[oe]
]

-
164 / n
/.
14 -
32
S 12
—
8 .
2, n
2 e
6 -
4 ] |
T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250

S (g maltodekstrin/L)

Sekil 7.15.Serbest maltogenazin Michaelis-Menten ggiafi

Michaelis-Menten gragiinde gorildigu gibi sifirinci dereceden biyokimyasal
reaksiyon 200g maltodekstrin/L saptagtm  Yani enzimin biyoreaktor
uygulamalarinda kullanilacak olan substrat konsaytnu belirlenmgtir. Hanes-
Woolf ssitli ginden serbest maltogenaz enzimini Km ve Vmaxgederi sirasiyla
34,39 g MD/L, 18,83g maltoz/L.dak bulungur.
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Sekil 7.16.Serbest enzimin Hanes-Woolf ggfi
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substrat

konsantrasyonunda optimum pH ‘1 6 (25 mM NaAc tamgdzeltisi ortaminda) ve

optimum sicaklik dgerlerinide 63C olarak tespit edilngtir (Sekil 7.17, 18).

V (g maltoz/Ldak)

2,0

g/

1,0

0,5

0,0

10

Sekil 7.17.Serbest maltogenazing@gen pH’lardaki ativitesi
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Sekil 7.18.Serbest maltogenazinglgen sicakliklardaki aktivitesi

7.4.2. Enzimin Membranalmmobilizasyon Sartlarinin Optimize

Edilmesi

Maltogenaz enziminin membrana maksimum seviyede dhilize edilmesi
icin degisen pH ve tampon ¢ozelti konsantrasyonlarinda dksine bakilnytir. En
yuksek aktivite dgerleri pH 5.5, 1000mM NaAc tampon ¢ozeltisinde edddmistir.
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Sekil 7.19.Degisik pH'larda immobilize edilen maltogenazin aktigite
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Sekil 7.20.Degisik pH'larda immobilize edilen maltogenazin aktigite

Poligluteraldehitin reaktdrdeki sikulasyon stresd Zsaat surmektedir.
Maltogenazin membrana immobilize olma sireside 24t solmaktadifekil
7.19,20).

7.4.3. Biyokatalittk Membran Biyoreaktorin Aktivite sinin

incelenmesi

Optimal sartlarda immobilize edilen enzimin sureyeshalarak, debiye b
olarak, depolamaya Bl olarak aktivitesi incelenrgiir.

Aktiviteleri karsilastirmak amaciyla, divinil benzen-stiren kopolimdd\(B-S),
gluteraldehitle muamele edilgidivinil benzen-stiren kopolimeri (DVB-S+GA),
ikinci bir aldol kondenzasyon tepkimesingratiilmayan PGL-DVB-S kopolimeri
sentezlenngi ve enzim immobilizasyonu yapilgtir. 15mL/dak debide aktivitelerine
bakiimstir.Elde etgimiz membran polimerin(DVB-S-PGL-PGL) aktivitesinin
digerlerinden bariz bigekilde yuksek oldgu tespit edilmgtir (Tablo 7.1) Ayrica
polimer cekme ve germe deneyleri yapilmamasigmea elde edilen polimerin
mukavemeti ve sergli digerlerinden daha iyi oldiu gortlmektedir.
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Tablo 7.1.Membran reaktdrlerin aktivitelerinin kalastiriimasi

Membran reaktorler Aktivite (U/g disk)
DVB-S-PGL-PGL 1584,76
PGL-DVB-S 1298,6
DVB-S+GA 933,083

DVB-S 692,481

Sureye bgli olarak aktivitesi incelendinde membran reaktér 0,4 mL./dak
debide substrat en az 48 saat slreyle aktivite étaydden sirekli olarak
calisabilmektedir Sekil 7.21.).

e T
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o
|
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0 . ; . ; . ; . ; . ;
0 10 20 30 40 50

Sire (saat)

Sekil 7.21.Reaktorin aktivitesinin streye gorezddendirilmesi
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Reaksiyonun kitle transferindengoasiz kimyasal kontrolli bélgenin tespiti icin
desisen debilerde aktivite c¢amasi yapilmgtir. Yapilan deneylerin sonucunda
kimyasal kontrolli bdlgenin 15mL/dak’lik debide skadig
(Sekil 7.22.) .

tespit edilmgtir

1800
1600 —
1400 — u
1200 — ||
1000 —

800+

Aktivite (U/g disk)

600 — ||

400 -

1 T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Debi (mL/dak)

Sekil 7.22.Degisen debilere kar aktivite grafgi

Depolama 6mru icin aktivitesi tespit edilen reakt@ha sonra 1,5 aylik +4
derecelik ortamda bekletilgtir. Tekrar aktivitesine bakil@inda aktivitede bir kayba
rastlanmanstir.  Membran polimerlerin  aktivitesinin  kalastirildigi deneyde
kullanilan DVB-S-PGL-PGL membran polimer 1,5 depota suresi gecirdikten

sonra dger membranlarla aktivitesi kiyaslangtr.

Son olarak reaktoriin gsen debilerde kapali sistemde sirkiilasyonla reaksiyo
yapiimstir. 5, 10, 15 mL /dak debide30 dak. sirkilasyobdalo., 15., 20., 25., 30.
dakikalarda trtn miktari 6lculngiiir (Sekil 7.23., tablo 7.2.)

Tablo 7.2.Reaktoriin sirkiilasyon sonucu debilereskgelen tGrtin miktarlar

Debiler Uriin(5dak) | Uriin(10dak.) Uriin(15dak.)| Uriin(20dak) | Uriin(25dak.) Uriin(30dak.
5 ml/dak | 0.56g/L | 0,66g/L 0,77g/L 0,80¢g/L 0,849/L 0,87¢g/L
10ml/dak| 0,66g/L | 0,70g/L 0,87g/L 0,95g/L 1,01g/L 1,09g/L
15ml/dak| 0,51g/L | 0,75g/L 0,97¢g/L 1,1g/L 1,29g/L 1,39g/L




63

1,4 4
1,2
e
1,0 e
g ] P
S o ™
5 %9 /'/. = 5 mL/dak
£ U
2 ”/'/ e 10 mL/dak
£ %% n 15 mL/dak
)
0,4
0,24
0,0 T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
Sire(dak)

Sekil 7.23. Reaktorde kapali sistemde 30 dakika sirkilasydaigsen debilere
kargi Grin miktari

Tum bu cakmalar dikkate alinarak AFM, SEM, kati-NMR, TGA githger
analiz metodlar kullanilarak polimerin yapisintamt olarak aydinlatilmasina
calisilacaktir. Reaktorin kinetik parametreleri tam akaanaliz edilip, kitle transfer
katsayisi,reaksiyonun aktivasyon enerjisi tespitleedk, reaktoriin tasarimi ve
matematiksel modellemesi yapilacaktir. Ayricagigig monomerlerin yapiya
katilmasi splanarak membranin kullanim alani géeiilecektir. Ozellikle yapay
organ sentezi, endistriyel Olcekte biyodizel Urgtilmyosensor teknolojisi gibi
alanlarda kullanilabilecek katalitik membran realdn Uretimi Uzerine

calisiicaktir.
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