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OZET

Sunulan galigmada lipaz immobilizasyonunda kullanilmak uzere bir seri
jelatin hidrojel uretilmesi amacglandi. Bu ama¢ dogrultusunda farkh
oranlarda glutaraldehit (GA) ¢apraz baglayicisi igeren jelatin hidrojelleri
hazirlandi ve bu hidrojellerin jellesme ylizdeleri hesaplandi. Gapraz
baglayici miktarinin artmasiyla jellesme yuzdelerinin arttigi belirlendi.
Hidrojellerin sisme davraniglari zamana karsi incelendi. Tum
hidrojellerin sigsme degerlerinin zamanla arttigi ve yaklasik 48 saat
sonra dengeye ulastigi gézlendi. Artan gapraz bagliyici miktariyla sisme
degerlerinin azaldigi belirlendi. 37°C’de ve pH=7,4’de en ¢ok sisen
hidrojelin G-1 hidrojeli oldugu saptandi. Hidrojellerin sisme
davraniglarinin sicaklikla degisimi incelendi. Sicakhk artigiyla sisme
degerlerinin arttigi ve 40°C’de en yuksek degerine ulastigi gozlendi.
Ayrica hidrojellerin sigme davraniglarinin pH ile degisimi de incelendi.
Hidrojellerin dusuk pH degerlerinde ¢ok sistigi, pH arttikga sisme
degerlerinin diisgtiigli ve pH=5,0’den sonra sisme degerlerinin yeniden
yukseldigi gozlendi. Hidrojellerin bozunma davraniglari 37°C’de ve

pH=7,4’de zamana karsi incelendi ve en diisuk ¢apraz baglayici iceren



G-1 hidrojelinin 14 glinde, diger hidrojellerin ise yaklagik olarak 30

glinde tamamen bozundugu goézlendi.

Jellesme ve sisme/bozunma testlerinin sonuglarindan yararlanilarak
lipaz immobilizasyonuna uygun olarak G-2 hidrojeli segildi. En verimli
lipaz immobilizasyon kosullarini belirlemek amaciyla, segilen G-2
hidrojeline karbodiimid (CDI) kullanilarak kovalent baglanma yontemi ile
farkl  derisimlerde lipaz immobilize edildi. immobilizasyonun
gerceklestigini belirlemek amaciyla FTIR analizleri yapildi. immobilize
ve serbest lipazlarin aktivitelerine bakildi ve serbest lipazin immobilize
lipazlara gore daha aktif oldugu belirlendi. Daha sonra serbest ve
immobilize lipazlarin kinetik parametreleri, K, ve Vnak degerleri, tayin
edildi. Serbest ve immobilize lipazlar i¢in K, degerleri sirasiyla 0,290
mM, 0,422 mM, V.« degerleri sirasiyla 0,089 mM.dak™, 0,080 mM.dak™
olarak bulundu. Serbest ve immobilize lipazlar 4°C’de 48 gin
depolandiklarinda, baslangi¢ aktifliklerinin sirasiyla %32 and %92’sini
koruduklari bulundu. Lipaz immobilize jelatin hidrojelinin 10 kez

kullanimi sonucunda basglangi¢ aktifliginin %68’ini korudugu saptandi.

Bilim Kodu :201.1.117

Anahtar Kelimeler : Hidrojel, jelatin, glutaraldehit, lipaz, enzim
immobilizasyonu.
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ABSTRACT

In this study, it was aimed to produce a serial of gelatin hydrogel for
utilizing in lipase immobilization. In order to do that gelatin hydrogels
containing glutaraldehyde crosslinking in different values were
prepared and the gelation percentages were calculated. It was found
that with increase of the amount of crosslinking, gelation percentages
increased as well. The swelling behaviour of hydrogels were
investigated as a function of time. The percentage swelling of all the
hydrogels were increased with time and after 48 hours constant
percentage swelling were observed. It was determined that with
increase of the amount of crosslinking, the swelling percentages
increased as well. G-1 hydrogel was determined as the most swollen
hydrogel at pH=7.4 and 37°C. The swelling behaviours of hydrogels
were also investigated by changing the temperature. The swelling
values increased with temperature and maximum swelling percentage
were observed at 40°C for all the hydrogels. The swelling behaviours of
hydrogels were also investigated by changing pH. It was observed that
all the hydrogels were swollen more at low pH values but the

percentage swelling values decreased with the increasing pH values



Vii

and after at pH=5.0 it reincreased. The degradation behaviours of
hydrogels were observed in terms of time at pH=7.4 and 37°C. It was
observed that G-1 hydrogel containing the least -crosslinking
degradated completely in 14 days, other hydrogels degradated

completely in almost 30 days.

By benefiting from the results of the gelation and swelling/degradation
tests, G-2 hydrogel was chosen as in accordance with lipase
immobilization. In order to determine the most efficiency lipase
immobilization conditions, lipase was immobilized to the chosen G-2
hydrogel in different concentrations with the method of covalent bond
by using carbodiimide (CDI). The FTIR analyzes were made for
confirming the realization of the immobilization. The activities of
immobilized and free lipases were examined and it was seen that free
lipase was more active than immobilized lipases. After the kinetic
parameters of the free and immobilized lipases, K, and V., were
assayed. K, and V.« were calculated for free lipase as K, value is 0.290
MM, Vmax value is 0.089 mM.dak™ and for immobilized lipase K, value is
0.422 mM, Vp.x value is 0.080 mM.dak™. After 48 days of storage at 4°C,
free and immobilized lipases retained %32 and %92 their orginal
activities, respectively. Gelatin hydrogel immobilized lipase used
repeatedly 10 times in a day and it was retained %68 their orginal

activitiy.

Science Code  :201.1.117

Key Words : Hydrogels, gelatin, glutaraldehyde, lipase, enzyme
immobilization.
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1. GiRIS

Hidrojeller, suda ¢oézinmeden sisebilen, U¢ boyutlu, ¢capraz bagh polimerik
yapilar olup, kimyasal veya fiziksel ¢capraz baglarin varligi nedeniyle suda
¢ozuinmezdirler [1]. Hidrojellerin G¢ boyutlu yapisi; kimyasal baglar, iyonik
etkilesim, hidrojen bagi, fiziksel etkilesimler, Van der Waals kuvvetleri,

hidrofobik etkilesimler gibi kohezyon kuvvetleri araciligiyla gerceklesir [2].

Hidrojeller, tibbi uygulamalar acisindan sahip olduklari Gstin oOzellikler
nedeniyle son yillarda ilgi odagi durumundadirlar. Biyouyumluluklari, fiziksel,
kimyasal ve biyolojik Ozellikleri nedeniyle tipta ve farmasoétik alanlarinda
yaygin olarak kullanilirlar [3].Kullanim yerlerine kontak lens, biyosensorler,
yapay kalp, kas ve deri materyalleri, kontrolll ila¢ salim sistemleri ve enzim

immobilizasyonu gibi ¢ok ¢esitli drnekler verilebilir [4].

Jelatin biyolojik olarak Uretilen ve benzersiz islevsel 6zelliklere sahip olan
dogal ve biyobozunur bir polimerdir. Jelatin, hayvan derisinin, kemiginin ve
baglayici dokularin temelini olusturan, lifli bir protein olan kollajenin, termal
bozunmasiyla veya fiziksel ve kimyasal bozunmasiyla elde edilir. Biyobozunur
olmasinda ve toksik 6zellige sahip olmamasindan dolayi jelatin, eczaciliktan,
gida endustrisine; endustriyel uygulamalardan tibbi alanlara kadar yaygin
olarak kullanilir. Jelatin sahip oldugu bu oOzelliklere ragmen dusik mekanik
kararliiga sahiptir fakat fiziksel veya kimyasal olarak kolayca c¢apraz

baglanabildigi icin mekanik kararhligi artirilabilir [5,6].

Enzimler, canli hucreler tarafindan Uuretilen, biyokimyasal tepkimelerin
ilerlemesini ve duzenlenmesini saglayan biyolojik katalizorlerdir [7].Enzimler
yuksek katalitik etkinlige ve yuksek segicilige sahip olmalarina karsin
saflastiriimalari pahalli olup, ortam kosullarina karsi dayanikhliklari da azdir
[8,9]. Bu problemlerin Ustesinden gelmek amaciyla enzimler kati veya
¢ozinmeyen bir destege immobilize edilir ve bdylece enzimlerin hem iglevsel

kararliliklari arttirilhr hem de onlarin defalarca kullaniimalari saglanir. Ayrica



immobilizasyon, substratlarin GrtGnlere donustlrilmesinden sonra enzimlerin,
substrat ve UrUnlerle birlikte bulundugu ¢ozeltiden ayrilmasini da kolaylastirir.
immobilize enzimler, serbest enzimlere gére daha yiiksek verim elde ederler
ve daha ekonomiktirler [10]. GUnUimuizde ¢ok sayida immobilize enzim
endUstride, organik sentezlerde, analitik ve medikal uygulamalarda
kullaniimaktadir [8,9].

Endlstriyel éneme sahip enzimlerden biri de lipaz enzimidir. Bu enzim
gliserin ile yag asitlerinden olusan esterleri hidroliz eder. Hem sulu hem de
susuz ortamda, gerceklesmesi gug¢ tepkimeleri katalizleyebilmelerinden
dolayl da en énemli biyokatalizorler arasinda yer alir. Bu yuzden endustriyel
uygulamalarda yaygin olarak kullaniimaktadir. immobilizasyonun genel
avantajlarindan 6turt, lipaz genellikle immobilize olarak endustride

kullaniimaktadirlar [11].

Sunulan ¢alismada lipaz immobilize edilmis jelatin hidrojelinin Gretimi ve bu
lipaz—hidrojel sisteminin etkinliginin incelenmesi amaclandi. Bu dogrultuda ilk
olarak farkli oranlarda glutaraldehit (GA) ¢capraz baglayicisi kullanilarak bir
seri jelatin hidrojellerinin hazirlanmasi ve bu hidrojellerin gsisme/bozunma
davraniglarinin  belirlenmesi  hedeflendi. Sisme/bozunma deneylerinin
sonuglarindan yararlanarak, lipaz immobilizasyonunda kullanilacak uygun
hidrojelin secgilmesine ve lipazin jelatin hidrojele kovalent baglama yéntemiyle
immobilize edilmesine karar verildi. immobilizasyon icin uygun lipaz
derisimini belirlemek amaciyla, segilen hidrojel 6rnege immobilizasyon
isleminin farkli derisimdeki lipaz c¢o6zeltilerinde ydrutilmesi amaclandi.
immobilizasyon igin uygun lipaz derisimi belirlendikten sonra serbest ve
immobilize lipazlarin aktivitelerine bakilmasina karar verildi. Serbest ve
immobilize lipazlarin aktivitelerine substrat derigsiminin etkisinin de
incelenmesi planlandi. Ayrica immobilize lipaz-hidrojel sisteminin aktifligine

depolama suresinin ve kullanim sayisinin etkisinin belirlenmesi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

Bu bolimde calisma konumuzla ilgili genel bilgiler alt baghklar halinde

sunulmustur.

2.1. Hidrojeller

Hidrojeller, su igerisinde ¢dzUnmeden sisebilme 06zelligine sahip, c¢apraz
bagli, i¢ boyutlu ag yapili polimerlerdir [12,13]. Su icerigi kendi kutlesinin
%100’Unden fazla olan hidrojellere de sUper absorbant denir [14,15]. Su
disinda ¢ozuculerde en az %20 ve daha fazla miktarlarda sisebilen jeller ise
kserojel olarak adlandirilir [16,17]. Yapilarinda ¢ok fazla miktarda su
bulundurma, yumusak ve esnek olma gibi birgok fiziksel 6zelliklerden dolayi
hidrojeller, canli dokularla karsilastirildiklarinda buyulk bir benzerlik gosterirler
[18,3].

Hidrojeller, su sever olmalari nedeniyle hidrofil polimerler olarak da
adlandirihirlar. Ug boyutta ¢apraz baglanmalarla olusan ag yapisindaki baglar
kovalent ya da iyoniktir. Bir polimerin hidrojel 6zelligi gosterebilmesi icin ana
zincirinde ya da yan dallarinda hidroksil, karboksil, karbonil, amin ve amid
gibi hidrojen bagi olusturabilme yetenegine sahip su sever gruplarin
bulunmasi gerekir. Bu gruplardan dolayl bagli duruma gegen su nedeniyle
¢capraz bagl polimer hacim ve kitle artisiyla sismeye baslar. Capraz bagh
polimerdeki su sever gruplarin fazla sayida olmasi daha fazla sismeye sebep

olur. Bir hidrojelin ¢apraz bagl yapisi Sekil 2.1°’de verilmigtir [19,20].

Kimyasal baglar ya da iyonik etkilesim, hidrojen bagi, fiziksel etkilesimler,
Van der Waals kuvvetleri, hidrofobik etkilesimler gibi kohezyon kuvvetleri
araciligiyla hidrojellerin  G¢ boyutlu yapisi gergeklesir [2]. Hidrofobik
etkilesimler, fiziksel ¢apraz bag benzeri etkilesimler oldugundan, jelin sisme
davranisini dogrudan etkilemektedir. Fiziksel capraz bagh jellerin dis gevre

degisimine fazlaca duyarli olduklar bilinmektedir [2,21].



Sekil 2.1. Gapraz bagl hidrojelin yapisi. A: Dort fonksiyonlu capraz baglar,
B: Cok fonksiyonlu ¢apraz baglar, C-D: Zincir uglari, E: Dolasmis
ve birbirine karismis polimer zincirler, F: iki zincir takilmasi,
G: Capraz baglanmamis kiigik zincirler, Mc: Iki capraz bag
merkezi arasindaki zincirin molekul kutlesi, H: Capraz baglar
arasindaki bosluk, ®: Capraz baglar arasindaki bosluklara
difuzlenen ¢ozlcu.

2.1.1. Hidrojellerin siniflandiriimasi

Polimerik hidrojeller, hazirlama ydntemlerine, iyonik yuklerine, fiziksel
yapilarina ve ¢apraz baglanma durumlarina bagh olarak siniflandirilabilirler
[2,22,23]. Bu siniflandirma Cizelge 2.1’de sematik olarak gosterilmis ve

onemli hidrojel turlerinden bazilari alt basliklar halinde agiklanmistir.



Cizelge 2.1. Hidrojellerin siniflandiriimalari

*

>¢ Hazirlama yontemine gore

Homopolimer hidrojeller

Kopolimer hidrojeller

Coklu polimer hidrojeller

IPN (interpenetrating networks) hidrojeller
icerdikleri yan gruplara gére

Notral (iyonik olmayan) hidrojeller

Iyonik hidrojeller

— Anyonik (negatif yuklu) hidrojeller

— Katyonik (pozitif yaklu) hidrojeller

— Poliamfolitik hidrojeller

Fiziksel yapilarina gore

Amorf hidrojeller

Yari - kristalin hidrojeller

Hidrojen bagl hidrojeller

Capraz baglanma durumlarina goére
Fiziksel hidrojeller

Kimyasal hidrojeller

Kaynaklarina gore

Dogal hidrojeller

Sentetik hidrojeller

Su igeriklerine gore

Dusuk sisme dereceli (%20-50) hidrojeller
Orta sisme dereceli (%50-90) hidrojeller
Yuksek sisme dereceli (%90-99,5) hidrojeller
Super-absorbant (>%99,5) hidrojeller
Kimyasal kararliliklarina gore
Biyobozunur hidrojeller

Biyobozunmayan hidrojeller




Tek bir hidrofilik monomerden olusturulan hidrojellere homopolimer hidrojeller
denir. ki monomerin capraz baglanmasi ile hazirlanan ve monomerlerinden
en az bir tanesi hidrofilik yapida olan hidrojellere ise kopolimer hidrojeller

denir. Capraz baglanma kovalent ya da iyonik olarak gerceklesebilir [23].

Capraz baglanma durumlarina goére hidrojeller; kimyasal hidrojeller ve fiziksel
hidrojeller olarak ikiye ayrilirlar. Capraz bagl hidrojellerdeki polimer zincirleri

birbirlerine guglu kovalent baglariyla baglanmislardir [24,25].

Kimyasal _hidrojeller:  Zincirler arasi kuvvetli kimyasal baglarla ¢apraz
baglanmanin gercgeklestigi  hidrojellerdir. Sicaklik, pH ya da ¢ozlcu
bilesiminin dedismesi ile zincirler birbirlerinden ayrilamaz, bu yuzden

¢6zlinmezdirler [13,26].

[ [
a B * . | | | |
monomer capraz baglayici
capraz bagh polimer
T 1T 1 , ) 1 )
b + , /___/ I //___/ //___/
I [
polimer zincirleri ¢apraz baglayici ¢apraz bagh polimer
1 T T 1 | [
c — . . —
[ | [ [ | [ 1 1 | | |
polimer zincirleri ¢apraz bagh polimer

Sekil 2.2. Kimyasal hidrojellerin olusum tepkimeleri.



Sekil 2.2°de kimyasal hidrojellerin olugsum tepkimeleri sunulmustur. Tepkime,
monomerden polimer olusumu sirasinda ¢apraz baglayicinin ana zincirde yer
almasi seklinde olabilecegi gibi (a), olusmus polimer zincirlerinin gapraz
baglayici ile kovalent baglarla baglanmasi seklinde de (b) olabilmektedir.
Ayrica c¢apraz baglayici kullaniimaksizin, iyonlastirici isinlar ile ¢apraz
baglanma (c) gergeklestirilerek de kimyasal hidrojel elde edilebilmektedir.
iyonlastirici 1sinlar, suda ve havada basit molekdlleri iyonlastiracak kadar
enerji tasiyan elektromagnetik yayinimlardir [27]. Sekil 2.2.a’da verilen
tepkimede, capraz bagdlayici olarak N,N’-metilenbisakrilamid, etilen glikol
dimetakrilat, 1,4 butandiol dimetakrilat, gibi iki fonksiyonlu veya trimetilol
propantriakrilat, trimetilol propantrimetakrilat gibi U¢ fonksiyonlu c¢apraz
baglayicilar kullanilabilir. Sekil 2.2.b’de verilen tepkime tiplerinde GA,
formaldehit, asetaldehit gibi capraz baglayicilar kullaniimaktadir [25,27].

Fiziksel _hidrojeller: Zincirler arasi hidrojen baglari, iyonik baglar,

koordinasyon badlar, hidrofobik etkilesimler gibi fiziksel etkilesimler ile
capraz baglanmanin gerceklestigi hidrojellerdir. Bunlar sicaklik, pH ya da
¢6zlcu bilesiminin degismesi ile homojen bir ¢dzelti olustururlar. Sekil 2.3’de
hidrofobik ve iyonik etkilesimler sonucu fiziksel hidrojellerin olusumu

gOsterilmektedir.

Hidrofobik etkilesimler sonucu hidrojel olusumunda, hidrofobik gruplarin asi
polimerizasyon yontemiyle hidrofilik polimer zincirlerine baglamasiyla veya bir
blok kopolimer sentezlenmesiyle amfilik (hidrofilik ve hidrofobik gruplarin her
ikisini de igceren yapi) bir polimer elde edilir. Bu amfilik polimerler dusik
sicaklikta suda ¢6zunebilirler. Sicaklik arttikga hidrofobik gruplarin etrafindaki
su miktari azalir ve hidrofobik gruplar kendi aralarinda kimelenerek hidrojel
olugtururlar. Jellesmenin olusturdugu sicaklik; polimerin  derisimine,

hidrofobik blogun uzunluguna ve polimerin kimyasal yapisina baghdir [28].
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Sekil 2.3. Fiziksel capraz baglanma; a) Hidrofobik etkilesim b) Iyonik
etkilesim

Iyonik etkilesimler sonucu hidrojel olusumunda, zit yiikli iki polimer arasinda
veya zith yUuklu bir gapraz baglayici ile polimer arasinda medyana gelen yuk

etkilesimleri sonucu hidrojel olusumu gergeklesir [28].

Hidrojellerde fiziksel ve kimyasal capraz baglanma Sekil 2.4’de goruldigu
gibi bir arada bulunabilir. Yapida ayni zamanda fiziksel badli iki veya ¢
zincirin  birbirine baglanmasi sonucu sag¢ tokasi c¢apraz bagr olarak

adlandirilan fiziksel ag olusumu da meydana gelebilir [29].



Kovalent Sarkan
capraz bag zincir
/ Sacg tokasi
capraz bag
Fiziksel
capraz bag

Sekil 2.4. Hidrojelin ag yapisinini sematik gosterimi

2.1.2. Hidrojellerde suyun konumu

Capraz bagli homopolimerik veya kopolimerik yapilarin hidrojel olarak
tanimlanabilmesi igin yapisinda —OH, —NH,, —-COOH, —COOR gibi polar ve
hidrofilik gruplarin bulunmasi gerekir [30,31]. Bu gruplar su ile etkileserek
hidrojen baglari olustururlar. Bagl duruma gecen su molekdllerinin varligi ile
hidrofilik fonksiyonel gruplar ¢evresinde kitlesel bir buylime olur ve g¢apraz
bagli polimer sismeye baslar. Hidrofilik gruplarin fazlahgi ile sismenin miktari
arasinda bir iligki vardir [32]. Sismis bir hidrojelde Sekil 2.5’de goruldigu gibi

Ug tur su bulunmaktadir [33].

e Bagdli su: Polimerin polar gruplari ile hidrojen baglari yapan sudur.

e Ara yuzey suyu: Polimerin hidrofobik grubu gevresinde toplanan ve

sikica bagli olmayan sudur.

e Serbest ya da kutle suyu: Polimerin gézeneklerini dolduran su, normal

su gibi davranir ve polimerle etkilesmez.
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0O Serbest su

‘ Baglh su

J [ Hidrofobik gruplara
bagli ara ylzey suyu

Sekil 2.5. Sismis bir hidrojeldeki suyun bulunma gesitleri

2.1.3. Hidrojellerin sismesi

Sisme, polimer yapisindaki belirli bir hacmin ani degisimidir. Sisme yalnizca
klguk ¢ozucu molekdllerinin polimerin gézenek ve bosluklarina dolarak

polimer fazina gecmesi olayi degildir.

Sisme sirasinda ¢6ziclu molekulleri yapisal bosluklara girerken, polimerin
super molekuler yapilarinin arasini zorla agar. Buna yapilar arasi sisme
denir. EQer ¢6zucl molekulleri yapilarin igine girerse, makromolekuller zorla
acilir. Buna da yapi i¢i sisme denir. Cozlcu igerigi artarken, polimer yapisi
yavas yavas birbirinden ayrilir ve ¢dzeltide iginde ¢dzicu bulunan oynak bir

polimerik ad yapi meydana gelir [32].

Sisme, polimer molekdllerinin ¢ok buyuk olmasindan dolayr tek yonlu
karigsmadir. Kiguk molekdlll bir sivinin polimerdeki bir ¢ozeltisi olan sismis
polimer, saf haldeki kiigiik molekulllu sivi tabakasi ile belli bir stre igin birlikte
bulunur. Biraz sonra, polimer zincirleri yeterli bir miktarda birbirlerinden
uzaklastiklari zaman, ¢6zuct molekdllleri polimer icine yavas yavas

difizlenmeye baglar. Burada daha derisik bir ¢ozelti tabakasi ile daha
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seyreltik bir gozelti tabakasi bir arada bulunur. Bir stre daha gectikten sonra,
bu iki tabakanin derigimleri birbirine esit olur ve tek fazli homojen bir sisteme

olusur.

Sisme sinirli veya sinirsiz olabilir. Sinirsiz sisme kendiliginden ¢ozeltiye
donusen sismedir. Boyle bir olaya ¢dzinme denir. Sinirli sisme ise kuglk
molekdlll sivilar ile polimerlerin etkilesmesidir. Sivilarin polimer tarafindan
tutulma asamasi sinirlandigi zaman, polimerin kendiliginden ¢6zinmesi
mUmkun olmaz yani polimer zincirleri tam olarak ayrilamazlar. Sonugta birisi
kiguk molekdlli sivinin polimerdeki ¢ozeltisi ve digeri saf haldeki kuguk
molekulll sivi olmak Gzere iki faz bir arada bulunur. Bu fazlar agik¢a gozle

gorulebilir bir ara ylzey ile ayriimistir ve dengededir.

Sisme, polimerik ag yapilarinin karakteristik bir 6zelligidir. Capraz baglanma
miktarina bagli olarak polimerik aglar ¢ozinmeden ¢ok yuksek miktarda sivi

absorplayabilirler [34].

2.1.4. Biyomalzeme olarak hidrojeller

Hidrojellerin biyomalzeme olarak kullanimlarindaki avantajlari asagidaki gibi
verilebilir [35].

« Hidrojeller suda ¢b6zinen maddeler igin gegirgen olduklarindan atik
monomerler, baslaticilar, katalizérler, stabilizatorler ve diger safsizliklar
yapidan kolaylikla ayrilabilir.

« Hidrojeller, vicut sivilarina karsi az ya da ¢ok gecgirgen olduklarindan,
besin, oksijen gibi yararli maddelerin gegisine engel olusturmazlar.

« Hidrojeller yumusaktir. Hidrojel implantinin etrafinda olusan doku
tabakasi ince ve dayaniklidir ayrica kalinlasma egilimi de yoktur.

+« Hidrojeller, mukoza zari ve dokulara dusuk yapisma 6zelligi gosterirler.

« Kuru hidrojeller, bazi yollarla belli miktarda su absorplayabilirler. Bu

Ozellik, asiri miktardaki vicut sivilarinin atiilmasinda kullaniimaktadir.
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< Sismis hidrojellerdeki suyun bir kismi, polimer yapida belli blyUklUkteki
molekuller (6zellikle ilaglar) icin difuzyon yollari saglar. Ayni zamanda
polimerik yapi, sahip oldugu 6rgu nedeniyle buylk molekuller, hicreler

ve bakteriler icin bariyer gibi davranmaktadir.

Hidrojeller ¢ok iyi su tutabilme ve sulu ortamda sisebilme yeteneklerinden
dolayl biyoteknoloji, biyomlUhendislik, biyomedikal, eczacilik, tarim,
veterinerlik, yiyecek endustrisi gibi alanlarda yaygin olarak kullaniimaktadir.
Biyomateryal 06zellige sahip hidrojeller, biyotip, eczacilik, veterinerlik gibi
alanlarda; kontrolli salinim sistemleri, yapay organ yapimi, kontakt lens
yapimi, enzim immobilizasyon sistemleri, ila¢ tasiyici sistemler, kemik
hastaliklari tedavisi igin materyal, sentetik kikirdak, yara orti/zari, ameliyat

ipligi ve buna benzer pek ¢ok uygulamada etkin olarak kullanilirlar [36,37].

2.2. Biyobozunur Polimerler

Biyobozunur polimerleri tam olarak anlayabilmek icin Oncelikli olarak bazi

teknik terimlerin tanimini yapmak gereklidir [38,39].

e Parcalanma: Malzemelerinin gesitli bozunma mekanizmalari ile ¢ok
klguk pargalara ayriimasidir.

e Bozunma (degradasyon): Malzemenin kimyasal yapisinda geri

doénUsumsiz olarak meydana gelen, genellikle butinluk, yapi, molekul
agirligi ve mekanik davranigi gibi 6zelliklerindeki goézlenen azalma ile
tanimlanabilen belirgin degigikliktir. Bozunma cevresel kosullardan
etkilenir ve belirli bir stregte bir ya da daha fazla adimda gergeklesir.

e Bozunur malzeme: Belirli bir sure zarfinda belirli test yontemleri

kullanilarak bozunma miktari Olgulebilen malzemeye bozunur

malzeme denir.

e Biyobozunma: Bir malzemenin yasayan organizmalar tarafindan

kimyasal olarak bozunmasi ve fiziksel 6zelliklerinin dedismesi olayidir.
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e Biyobozunur polimerler: Dogal olarak var olan mikroorganizmalar,

bakteriler, mantar ve algler tarafindan bozunmaya ugrayabilen

polimerlerdir.

Biyobozunur bir malzemenin sahip olmasi gereken baslica 6zellikler

asagidaki gibi 6zetlenebilir [40]:

+ Malzeme vicuda uygulandiktan sonra iltihap olusturmamali ve toksik
etki gostermemelidir.

+ Malzeme kabul edilebilir bir kullanim suresine sahip olmalidir.

+ Malzemenin bozunma suresi, dokunun iyilesme ve yenilenme suresi
ile uyum saglamalidir.

+ Malzemenin mekanik Ozellikleri uygulama alani ile uyum saglarken,
bozunma dokunun iyilesme ve yenilenme surecinde mekanik
Ozellikleri olumsuz yonde etkilememelidir.

+ Bozunma Urunleri toksik olmamali, metabolize edilebilmeli ve vicuttan
kolayca atiimahdir.

+ Malzeme uygulama alanina gore istenen sekli alabilmeli ve uygun

gegirgenlikte olmalidir.

Biyobozunur polimerler, suda ¢6zunebilir formlara déonismeden dnce vicutta
kimyasal tepkime ile degisime ugramaktadir. Parcalanmalari, genellikle uzun
bir zaman periyodunda olusan hidroliz gibi bir kimyasal tepkime igerdiginden,
daha wuzun sureli (birka¢ gun—birka¢ yil) etken madde salimi igin
kullanilmaktadir. Bir biyobozunur polimerlerin vicuttaki degdisimleri temel
olarak iki yolla olabilmektedir [39,40].

Bunlardan birincisi; polimer, -OH, -COOH veya diger hidratize gruplari
olusturmak Uzere, vucutta hidrolize ugrayan bir yan zincir gruplarina sahip
olmasindan dolayi polimerin bozunarak suda ¢dzunebilir hale gegmesidir.
ikinci bozunma yolu; Suda ¢éziinebilen bir polimerin, hidroliz olabilen bir

capraz baglayici madde ile gapraz baglanmasiyla polimer ¢ézinmeyen forma
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donusldr. Ancak vicutta bu capraz baglarin hidroliz olmasiyla veya

parcalanmasiyla biyobozunma gergeklesir.

Biyobozunur polimerler, dogal veya sentetik olabilirler. Polimerik
biyomalzemelerin biyobozunmasi, polimer zincirindeki baglarin hidrolitik ya
da enzimatik olarak kiriimasi ile gergeklesir. Bu nedenle de polimerik
biyomalzemeleri bozunma kinetigine gore hidrolitik olarak bozunan polimerler

ve enzimatik olarak bozunan polimerler diye de ikiye ayirabiliriz [41].

Dogal polimerler klinik olarak kullanilan ilk biyobozunur polimerlerdir. Birgogu
enzimatik olarak bozunmaya ugrar. Ayni zamanda biyolojik olarak Uretilirler
ve benzersiz 6zelliklere sahiptirler. Proteinler (kollajen, jelatin, elastin vb.),
polisakkaritler (sellloz, nisasta, dekstran, kitin vb.) ve polintkleotidler (DNA
ve RNA) baslica dogal polimerlerdir. Enzimatik olarak bozunan dogal
polimerlerin in vivo bozunma oranlari uygulandiklari bdlgeye ve maruz
kaldiklari enzimin derisimine baghdir. Bu tlar polimerlerin kimyasal
modifikasyonlari da bozunma miktarini ve suresini de etkiler. Dogal
polimerler biyoaktivite ve modifiye edilebilme gibi bazi avantajlara sahiptirler.
Ayrica zehir etkisi gostermezler ve iltihaplanma gibi istenmeyen tepkimeler
vermezler. Ancak elde edildikleri kaynaga bagli olarak yuksek sicaklikta

bozunmalari gibi dezavantajlari da bulunmaktadir [42].

2.3. Enzimler ve Siniflandiriimalari

Enzimler, canli organizmadaki biyokimyasal tepkimelerin iiman kosullarda
gerceklesmesini saglayan, belirli kimyasal tepkimeleri hizlandiran protein
yapisindaki bilesiklerdir. Enzimler substratlara gore binlerce kat buylk
molekullerdir. Enzimler ¢ok blyuk olmalarina ragmen aktif merkezi yani asil
tepkimeyi yuraten kismi oldukga kuguk bir bdlgedir. Substratla olan tepkime

bu kiglk bdlge Uzerinden yarur [43].
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Enzimlerin etkinlikleri kimyasal katalizérlerden 10°-10'° kat daha fazladir.
Enzimlerle gergeklestirilen tepkimelerde genellikle yan Grin meydana
gelmez, tepkime verimi %100’lere ulagabilir. Enzimler sadece bir substrata
veya ayni fonksiyonlu grubu olan substrat serisine karsi etkindirler. Molekulu
yakin olsa bile bunun disindaki maddelere karsi etkinlik géstermezler. Bu
segicilik 6zelliklerinden dolayi, en basit hucrede bile ayni anda ¢ok sayida
biyokimyasal tepkime meydana gelebilir [43]. Bu 6zgullik sayesinde istenen
tepkimenin katalizienmesi ve de istenen tek bir son urdnin eldesi mimkin
olmaktadir. Bu da yuksek bir tepkime verimine ulasabilmeye imkéan
saglamaktadir [9]. Enzimler 6zgul oluslar, ¢ok dusik derisimlerde bile
substrat tepkimelerini katalizleyebilmeleri ve in vitro sartlarda aktivite
gOsterebilmelerinden dolayi tip, eczacilik, tarim, hayvancilik, ¢evre, gida,

kagit, tekstil, deterjan vb. birgok endustriyel kulanim alanina sahiptirler [44].

Enzimlerin etki mekanizmasi iki farkli agidan ele alinabilir. Bunlardan birincisi
tepkime suresince gerceklesen enerji degisikliklerinin, digeri ise kataliz

sirasinda aktif bolgedeki yapisal degisikliklerin incelenmesi ile iliskilidir.

Molekullerin birbirleri ile tepkimeye girebilmeleri icin disaridan enerji almalari
gereklidir. Butun kimyasal tepkimelerde aktivasyon enerjisi (Es) olarak
bilinen bir enerji engelinin asilmasi gerekmektedir. Ortama biyolojik bir
katalizor olan enzimlerin ilave edilmesiyle daha c¢ok substrat molekullu
aktivasyon enerji engelini asabilmekte, tepkime hizi ve birim zamanda olusan

aran miktari artmaktadir [45].

Enzimin aktif bolgeleri bir yarik veya catlak seklindeki oyuklardir. Bu bolgeler
kataliz igin gerekli temel polar artiklar da igerirler. Yapilari bilinen enzimlerin
hepsinde, substrat molekulleri suyun ayrilmasi ile yariklara baglanirlar. Aktif
bdlgeler, bir enzimin toplam hacmine oranla kiguk bir kismini olusturur ve bir
enzimin substrata yapistigl bolge, bir de kataliz olayinin gergeklestigi yer

(katalitik bolge) olmak Uzere iki kisimdan olugur [45].
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Anahtar -kilit
E + l E + z
Enzim Substrat Enzim - Substrat Enzim Uriin

indiiklenmis uyum

E+ »._’E-‘-z

Enzim Substrat Enzim - Substrat Enzim Uriin

Sekil 2.6. Substratin enzime baglanmasinda anahtar-kilit ve induklenmis
uyum hipotezinin sematik modeli

Bir enzimin yapisindaki aminoasit artiklarinin gogu substratla temas halinde
degildir. Birgok enzimde katalitik bolgede serin, sistin, histidin, tirozin ve lizin
bulunur [46]. Sekil 2.6’daki sematize tepkimede goruldigu gibi enzimler kendi
O0zgul substratlariyla ya “anahtar kilit” ya da “indiklenmis uyum” modeliyle
etkilesirler. Anahtar kilit modelinde, aktif bolge ile substrat, bir anahtar ile kilit
gibi birbirine uygunluk gésterir. indiiklenmis uyum modelinde ise, enzim
substrat ile bulustuktan sonra substrat enzimin 6zel yapisini almakta ve aktif

bdlgeye baglanmaktadir. Bu olaya “sonradan olma uyum” da denilebilir [47].

Uluslararasi Enzim Komisyonu (IEC), katalizledikleri tepkime tipine gore

enzimleri alti grupta toplamiglardir. Bunlar [45]:
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o Oksidoreduktazlar: Redoks tepkimelerini katalizleyen (elektron

aktarilmasini saglayan) enzimlerdir.

e Transferazlar: Fonksiyonel gruplarin transferinin oldugu tepkimeleri

katalizleyen enzimlerdir.

e Hidrolazlar: C-N, C-O, C-C baglarini su yardimiyla koparan
enzimlerdir. Lipazlar bu grupta olan enzimlerdir.

e Liyazlar: C-C, C-O, C-N gibi baglarin kirilmasini, bazi gruplari ayirarak
katalizleyen enzimlerdir. Bu tepkimeler sirasinda ¢ift bag olusumu
sicaklikla gézlenen bir durumdur. Tersinir olarak bazi gruplarin gift
baga katilmasini katalizleyebilirler.

e Izomerazlar: Substratin izomerinin olustugu tepkimeleri katalizleme
Ozelligine sahip enzimlerdir.

e Ligazlar: Bag olusumunun gercgeklestigi tepkimeleri katalizleyen

enzimlerdir.

2.3.1. Enzim aktifligini etkileyen faktorler

Enzimler tarafindan katalizienen tepkimelerin hizini etkileyen faktorler

asagidaki sekilde siralanabilir;

. Ortamin pH' sI

. Sicaklik

. Enzim derisimi

. Substrat derigimi
. Zaman

. inhibitorler

Enzimler katalitik aktivite gOsterirken ortamin hidrojen iyonu derisimine bagli
olarak aktiflikleri degismektedir. Bazi enzimler dusik, bazilari ise yuksek pH

seviyelerinde daha aktiftirler fakat cogunlukla enzim aktifligi nétral ortamlarda
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en fazladir. Enzimin maksimum aktiflik gosterdigi pH’ya o enzimin optimum

pH’si adi verilir.

Enzimatik tepkimelerde de diger tepkimelerde oldugu gibi sicaklhigin artmasi
ile moleklller arasi c¢arpigsmalara bagll olarak genellikle tepkime hizi
artmaktadir. Ancak enzimler protein yapili olduklarindan belli bir sicakhgin
Uzerinde dayanikliliklarini yitirirler ve denature olurlar. Boylece tepkime hizi
da azalir. Enzimin maksimum aktiflik gosterdigi sicakliga optimum sicaklik

adi verilir.

Enzimatik bir tepkimede ortamda fazla miktarda enzim bulunmasi halinde
tepkimenin hizi, enzim derisimi ile oranti olarak artmaktadir. Denge

halindeyken enzim derisiminin denge sabitine Uzerine etkisi yoktur.

Ortamda bulunan enzim derisimi ve diger kosullar degismediginde
tepkimenin hizi, baglangigta substrat derisiminin artmasiyla dogrusal bir artis
gOstermektedir. Enzim substratina kargi doygunluga ulastiginda ise tepkime
hizi degismeden devam eder ( Sekil 2.7). Bu durumda enzim maksimum hiza
(Vmak) ulasmis olur. Bundan sonra substrat derisiminin artmasi tepkime hizini

degistirmez.

1/2 Vmak

\/

Sekil 2.7. Enzimatik tepkimenin hizina substrat derigiminin etkisi
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Enzim maksimum hizdayken enzim molekullerinin yarisina bagli substrat
derigsimine Michaelis-Menten sabiti (Ky) denilmektedir. Enzimin substratina

ilgisi ne kadar fazla ise K, degeri o kadar kuguktur.

Enzimatik tepkimelerin hizini azaltan maddeler olan inhibitorler, substratin
enzimin aktif merkezine baglanmasini ve bdyle enzim-substrat kompleksinin

olusumunu onlerler.

Bir enzimatik tepkimenin hizi, belirli bir zamanda Uretilen Grinin miktari ya
da belirli bir zamanda harcanan substrat miktari ile belirlenmektedir. Bir
enzim tarafindan katalizlenen tepkime surerken tepkime hizi giderek azalir.
Bu azalma, tepkime devam ederken olusan Urlnlerin aralarinda birleserek
aksi yonde tepkime olusturmalari, enzimin zamanla inaktivite olmasi,
tepkimeyi onleyen maddelerin olusmasi ve substratin tikenmesi gibi
faktorlerden dolayi olabilir [47-49].

2.3.2. Enzim immobilizasyonu

Enzimler yuksek bir hizla katalizlenebilmelerine ve 6zgul olmalarina ragmen
saflagtirilmalari 6zel teknikler gerektirdigi icin maliyetleri olduk¢a yuksektir.
Ayrica serbest enzimin aktifligini kaybetmeden istenildigi anda tepkime
ortamindan uzaklastiriimasi ¢ok zordur. Bu durum pahali olan enzimlerin
tekrar kullaniimasini engeller. Tepkimenin istenilen anda durdurulmasi igin
inhibitor kullanildiginda ise tepkime sonunda olusan Urunlerin ortamdan
aritiilmasi igin tekrardan ayirma islemlerine gerek duyulmaktadir. Bu da
maliyeti bir kat daha arttirir [9,50]. immobilizasyon, serbest enzimlerde
gorilen bu sorunlari ortadan kaldirmak igin kullanilan en basaril
yontemlerden biridir. Enzim immobilizasyonu; enzimatik tepkimelerde
enzimlerin katalitik aktifliginin korunmasi, tekrar ve surekli kullaniminin
saglanmasi amaciyla bir destek (tasiyici) maddesine fiziksel ve/veya

kimyasal yontemlerle tutturulmasi olarak tanimlanabilir [51,52].
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Enzimlerin immobilize edilmelerinin en o6nemli avantajlari asagida
O0zetlenmistir [53,54]:

immobilize enzimler ¢evre kosullarina (sicaklik, pH ve organik
reaktifler vb.) kargi dayanikhidirlar.

immobilize enzimlerin kararliigi yiksektir, slrekli ya da tekrar
kullanimlari mimkundur, enzim urtnlerden kolayca ayrilabilir.
immobilize enzimler substrat ve Uriiniin inhibisyonuna karsi koyarlar
ve enzimin aktifligini uzun sure korumasini saglarlar.

immobilize enzimlerde riin olusumu kontrol altinda tutulabilir.
Tepkime suresi kisalir ve cok basamakli tepkimelere uygunlugu artar.
immobilize enzimler bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek
bir aktiflik gosterebilirler.

immobilize  enzimlerin  birgok  kere  kullanilabilmesi  maliyeti
dusUrmektedir.

immobilize enzimlerin 6zellikleri, hem enzim hem de destek materyalin
Ozelliklerine baghdir. Bu ikisi ile immobilize enzim kimyasal,

biyokimyasal, mekanik ve kinetik dzellikler kazanir.

Enzimin immobilize edilmesinin dezavantajlari da vardir. Bunlardan

baslicalari asagida 6zetlenmigstir [55]:

R/
L X4

R/
L X4

R/
L X4

immobilizasyon islemi boyunca enzim aktifligi azalabilir veya
kaybolabilir.
Cok basamakli immobilizasyon islemlerinde enzim kararlihdi sinirhidir.

Enzim destek materyalinin maliyeti yuksektir.
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2.3.3. Enzim immobilizasyon yontemleri

ENZIMLER
l

' '

Modifiye enzimler Serbest enzimler

|
'

immobilize enzimler

' '

Bagl enzimler Tutuklanmis enzimler
— i l - }
Destege Gapraz Kafes tipi Mikrokapstillere
baglanmig baglanmis tutuklanmis

L Kovalent bagli

— Adsorplanmis

- lyonik bagl

Sekil 2.8. Enzim immobilizasyon yontemleri

immobilizasyon isleminde, enzimin baglanma bdlgesindeki aktif gruplarini ve
kimyasal yapisini degistirmeyecek, enzimde aktivite kaybina neden
olmayacak bir yontem secilmesi ¢ok onemlidir [9]. Bu nedenle baglanma
sirasinda enzimin aktif bolgesi belirli gruplarla korunur. Baglanma sonrasinda
ise bu koruyucu gruplar, enzimde aktivite kaybina neden olmadan
uzaklastirilir. Bazi durumlarda bu koruyucu etki substrat ya da yarisan tip
inhibitor ile saglanabilir. Sekil 2.8’de endustride kullaniimakta olan c¢esitli

immobilizasyon yontemleri sunulmaktadir [56].
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Enzim immobilizasyonunda dogal veya sentetik bircok organik ve inorganik
destek kullaniimaktadir. Bunlara poliakrilamitler, polipeptitler, sellloz,
kollojen, agaroz, kitosan, jelatin, aljinat, kil, cam, silikajel 6rnek olarak
verilebilir [49,8].

Destek malzemeye baglanma bilinen en eski immobilizasyon yontemidir.
Enzimlerin suda ¢6zinmeyen desteklere baglanmasi seklinde gergeklesir.
Destegin secilmesi immobilize enzimin performansi agisindan buydk 6énem
tasimaktadir. Destek secgiminde dikkat edilmesi gereken Ozellikler sunlardir
[57]:

« Genis yluzey alani

+ Tanecik boyutu ve sekli

+ Kimyasal bilegimi

+« Hidrofilik gruplarin hidrofobik gruplara molar orani
s Gegcirgenligi

+« Hidrofilik karakteri

+ Kimyasal, mekanik ve 1sil kararlihgi

« Yuksek sertligi

+ Mikrobiyal saldirilara kargi dayanikhligi

+ Rejenerasyon kabiliyeti

« Toksik olmama

Enzimin destege fiziksel adsorpsiyon yontemi ile immobilize edilmesi sematik
olarak Sekil 2.9.a’da gosterilmistir [57]. Fiziksel adsorpsiyon yontemi suda
¢ozinmeyen kati destedin enzim c¢oOzeltisi ile karigtiriimasi ve enzimin
asirisinin yikanarak uzaklastiriimasi temeline dayanir. Fiziksel adsorpsiyonda
hidrofobik baglanma gergeklesebilmekte, ayrica van der Waals kuvvetleri,
iyonik ve hidrojen bag etkilesimleri gibi elektrostatik kuvvetler de etkili
olmaktadir [58]. Bu etkilesimlerden dolayi destegin enzim Uzerindeki bozucu
etkisi kimyasal baglanmaya gore ¢ok daha azdir. Yani, enzim veya destekte

kimyasal degisim gerceklesmemektedir Fiziksel adsorpsiyonda enzim ve
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destek arasindaki baglanma kuvvetleri zayif oldugundan destege
adsorplanmig enzim destekten ayrilabilir. Ayrica bu yodntemde ortamda
bulunan diger protein veya maddeler de destek Uzerine adsorplanabilir. Bu
da immobilize enzimin 6zelliklerinin degismesine, aktivasyonunun dismesine
sebep olur [52,58].

Enzimin destege iyonik baglanma yontemi ile immobilize edilmesi sematik
olarak Sekil 2.9.b’de gésterilmistir [50,57]. lyonik baglanma yéntemi, enzimin
suda ¢ozunmeyen ve iyon degistirici kalintilar igeren bir destede iyonik
baglanmasi esasina dayanmaktadir. Uygulanmasinin kolay olmasi, destegin
yenilenebilir olmasi ve enzimin modifiye olmamasi yontemin kullanimini
arttiran ozelliklerdir. Genellikle destek olarak iyon degistirici merkezleri
bulunan polisakkaritler ve sentetik polimerler kullaniimaktadir. Enzim ile
destek arasindaki baglanma kuvvetleri fiziksel adsorpsiyonda oldugundan
daha kuvvetli ancak kovalent baglanmada oldugundan daha zayiftir. Bu

nedenle de enzimin destekten ayrilma olasiligi vardir.

Enzimin suda ¢dézinmeyen bir destege kovalent olarak baglanmasi yontemi
sematik olarak Sekil 2.9.c’de sunulmustur. Genellikle baglanma, enzimin
ndkleofilik grubuyla destegin fonksiyonel grubu arasinda gergeklesmektedir.
Baglanmada rol alan fonksiyonel gruplar; amino grubu (-NH), karboksil
grubu (-CO2H), sulfhidril grubu (-SH), hidroksil grubu (-OH), imidazol grubu,
fenolik grup, tiyol grubu, treonin grubu ve indol grubudur [52,56].

Kovalent baglanma ile immobilizasyon iki basamakta gergeklesir. Birinci
basamak destek maddesinin aktiflestriimesi, ikinci basmak enzimin kovalent
baglanmasi seklindedir [59]. Kovalent baglanma asagida verilen tepkime

turleri Gzerinden yarar [57]:

e Diazotizasyon: Destek-N=N-Enzim
¢ Amid Bagi Olusumu: Destek-CO-NH-Enzim
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e Schiff Baz Bag Olusumu: Destek-CH=N-Enzim

e Alkilasyon ve Arilasyon:
Destek-CH,-NH-Enzim,
Destek-CH2-S-Enzim

e Amidasyon Tepkimesi: Destek-CNH-NH-Enzim

e Tiyol-Disulfit Yer Degistirmesi: Destek-S-S-Enzim

e Civa-Enzim Yer Degistirmesi

e Bifonksiyonel Ajanlarla Destege Baglanma:
Destek-O(CH2)N=CH(CH3)3CH=N-Enzim

Kovalent baglanma ile immobilize edilen enzimler su avantajlara sahiptir:

e Olusan siki bad sonucu, kullanim asamasinda sizintt ya da
parcalanmayla karsilagiimaz.

e immobilize edilmis enzim substratla gok kolay baglanti kurabilir ¢linkii
enzim destedin ylzeyinde tutturulmustur.

e Enzim molekulleriyle destek materyali arasindaki gug¢lu etkilesim

nedeniyle gcogunlukla i1si kararhliginda bir yukselig gorulebilir.

Diger yandan kovalent baglanmanin dezavantajlari da vardir, bunlar ise:

e Enzim molekullerinin aktif yapisi kismi modifikasyonlarla bozulabilir.
e Enzim molekuleriyle destek arasindaki kuvvetli etkilesimler, enzim
molekullerinin serbest hareketini engelleyebilir ve bu da enzim

aktivitesinde bir azalmaya yol acgabilir.

Enzimlerin ¢capraz baglanma ile immobilizasyonu, diger protein molekullerine
ya da ¢ozunmeyen bir destek Uzerindeki fonksiyonel gruplara, proteinin
molekuller arasi c¢aprazlanmasiyla saglanmaktadir (Sekil 2.9.d). Ancak
proteinlerin bir kisminin destek gibi davranmasindan dolayi, enzimler de

kendi kendilerine gapraz baglanabilirler, ¢apraz baglanmis enzimler daha
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sonra ¢ozinmeyen makromolekulller haline gelirler. Bu da enzimatik
aktivitenin dusmesine dolayisiyla maliyetin artmasina neden olur. Bu
dezavantajindan dolayl c¢apraz baglamanin diger immobilizasyon
metotlarindan biriyle kullaniimasi daha iyidir [50,57]. Enzimin kovalent
baglanmayla immobilizasyonu gergeklestiriirken ¢apraz baglanma da

uygulandiginda desorpsiyon ¢ok az olmaktadir.

Tutuklama ydntemiyle immobilizasyonda enzim kafes gorevi géren polimer
matriks veya membran igerisinde tutulmaktadir. Bu tutulma oyle bir sekilde
gerceklesir ki, substratin iceri girmesine izin verilirken, enzim igeride
muhafaza edilmekte, olusan urln ise matriksten disari ¢ikabilmektedir. Bu
nedenle tutuklama yontemi, her gesit enzimi, diger biyokatalizorleri, batun
hacreleri veya farkli captaki mikroorganizmalari hapsetmek gibi genis

uygulanabilirlik alanina sahiptir.

Tutuklama yontemi, kovalent baglama ve c¢apraz baglama ile
immobilizasyondan ayrilan en dnemli 6zellik enzim molekulinun fiziksel ve
kimyasal olarak herhangi bir taglyiciya baglanmamis olmasidir. Bu yontem

mikrokapsul ve kafes tipi olmak Uzere iki gruba ayrilir [50,52,60].

Mirokapsulleme yonteminde enzim vyari gecirgen polimer membran
icerisinde tutuklanir (Sekil 2.9.e). Bu yontemin avantajlari substratla enzime
genis yuzey alani saglamasi ve degisik tipte enzimlerin de hemen hemen
ayni yontemle immobilize edilebilir olmasidir. Bazi durumlarda enzimin
inaktive olmasi, membran duvarina yapismasi ve mikrokapsullerden

damlamasi ydontemin dezavantajlari arasinda sayilmaktadir [60].

Kafes tipi immobilizasyon yontemi sematik olarak Sekil 2.9.fde gdsterilmistir.
Yuksek derecede c¢apraz bagli bir polimerin enzim g¢ozeltisi iginde
olusturuimasi yoluyla immobilizasyon tiri kafes tlrl hapsetme olarak
adlandinlir. Kafes tipi immobilizasyonda; c¢apraz bag yuzdesi Oyle

ayarlanmalidir ki, enzim molekulleri tutuklanabilsin ama substrat
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molekullerinin enzim molekullerine ulasmasina engel olmasin. Capraz bag
yuzdesinin asin olmasi substratin enzim aktif merkezlerine ulasmasini
engellemekle kalmayip enzimin zincir yapisini da zorlayip aktivite kaybina
neden olabilir. Bu oran enzime ve destege bagli olarak degisir. Bu yontemle

immobilize edilecek enzimin substratinin kiigiik molekulli olmasi gerekir [61].

(a) (b)

(e) ()

Sekil 2.9. Enzim immobilizasyon yontemlerinin sematik gosterimi
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2.4. Calismada Kullanilan Temel Kimyasal Maddeler

2.4.1. Jelatin

Jelatin, hareket sisteminin yapi taglarini olusturan 0&zellikle kemikte,
kikirdakta, eklemlerde ve dokularda bulunan, lifli bir protein olan kollajenden
elde edilmektedir. Kollajen vicudun ¢ok dnemli bir yapi tasidir, icinde kollajen
olmayan organ ya da doku yoktur. Bu protein U¢lu helis diye adlandirilan,
birbirlerine sarili Gglu alfa zincilerinden (polipeptit alt birimlerinden) olusan bir
yapiya sahiptir [62]. iki tip jelatin vardir. A tipi jelatin (izoelektrik noktasi 6-8)
kollajenin asit hidrolizine tabi tutulmasiyla elde edilir. B tipi jelatin (izoelektrik
nokta 4,7-5,3) ise kollajenin bazik veya alkali hidrolizine tabi tutulmasiyla
sentezlenir [63,64]. Jelatin Uretimi sirasinda, kollajen ylksek sicaklikta,
seyreltik asitle veya bazla muamele edilir. Bu slregte kollajendeki hidrojen
baglari kopar, polipeptit zincirleri birbirlerinden ayrilir ve denatirasyon
sonucu jelatin elde edilir [65]. Cok ucuz ve kolay elde edilebilen jelatin
karakteristik olarak yapisinda yuksek oranda glisin, prolin ve hidroksiprolin
aminoasitlerini igerir [5,63]. Bu aminoasitler jelatinin Uclu helis bir yapi
olusturmasinda ve jellesme 06zelligi kazanmasinda oldukga etkilidir [66].

Jelatin kimyasal yapisi Sekil 2.10°da gosterilmigtir.

Jelatin, renksiz veya soluk sari renkli, seffaf yaprak, toz veya granur halde
bulunur. Jelatin saf soguk suda ¢6zinmez, sadece nem kapar ve siser.
Jelatin sicak suda ¢dzunur fakat 40°C’nin Ustundeki sicakliklarda sistem sol
haline gecer. Bdylece jelatin ¢ozeltisi tekrardan sogutuldugunda yine jellesme
meydana gelir. Bu olay jelatinin termal olarak tersinir jel olusum 6zelligine

sahip olmasindan dolayi gerceklesir [63].
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Sekil 2.10. Jelatinin kimyasal yapisi

Jelatin toksik ve tahris edici olmayan, biyobozunur ve son derece
biyouyumlu bir polimerdir. Antijenik 6zellik tagimaz ve immunojenik degildir.
Kolay jellesme 0zelligine sahip oldugundan hidrojel hazirlamasinda ¢ok
yaygin kullanilir [67]. Son yuzyil boyunca deneysel calismalarin buyuk bir
kismi jelatin jellerinin yapisal ve mekanik 6zelliklerinin arastirmasina yonelik

olmustur [68].

Jelatin biyomalzeme olarak kullaniimasi pek c¢ok avantaj saglamaktadir.
Ancak dugslik mekanik Ozellik gibi bir dezavantaja da sahiptir. Bu da
biyomedikal uygulamalardaki alanlarini kisitlar. Fakat yan zincirlerinde g¢ok
fazla sayida fonksiyonel gruplara sahip olmasindan dolayi kolaylikla modifiye
edilebilir ve bu sekilde mekanik dzellikleri gelistirilebilir. Jelatinin ultraviyole ve
gama Isinlamasi yoluyla fiziksel ¢apraz baglanmasi saglanabilir. Ayrica
jelatin kolayca kimyasal olarak da ¢apraz baglanabilir. Capraz baglanmasiyla
termal ve mekanik kararlhligi arttigr icin uzun sdreli biyomedikal

uygulamalarda kullanilabilir. Genellikle gapraz baglayici olarak bifonksiyonel
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ajanlar olarak bilinen GA, diizosiyanat, karbodiimidler, poliepoksi bilesikleri de
kullanilabilir [5,63].

Jelatin eczacilikta (tablet, pastil, sert-yumusak kapsul), gida endustrisinde,
kozmetikte, ila¢ tasiyici sistemlerde, implantlarda, yara tedavisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir [65]. immobilizasyon materyali olarak kullanilan diger
polisakkaritlerin aksine jel olusumu i¢in herhangi bir molekdile, iyona, tuza ya
da pH ayarlanmasina gerek duymaz. Bu da jelatinin enzim, hlcre ve doku

immobilizasyonunda siklikla tercih edilmesini saglamaktadir [29].

Jelatinin dinya capindaki talebi yillardan beri gittikge artmaktadir. Son
yayinlanan rapora gore jelatinin dinyadaki yillik Gretimi yaklasik olarak
326.000 ton olarak belirtilmistir. En ylksek Uretim domuz derisinden elde
edilen jelatinde gozlenmistir (%46), ardindan ise blUyukbas hayvanlardan
(%29), kemiklerden ( %23) ve diger kaynaklardan ( %15) elde edilen jelatin
gelir [65].

2.4.2. Glutaraldehit (GA)

GA ozellikle enzimlerin kovalent immobilizasyonunda siklikla kullanilan
bifonksiyonel bir reaktiftir. Ozellikle jelatin, kollajen, kitosan gibi biyolojik
molekullerle birlikte glutaraldehit ile gapraz baglar olusturmasi esasina dayali
immobilizasyon yontemi oldukga kullanilir. Yontem kolay uygulanabilir olmasi
disinda immobilize sistemin termal, islevsel ve ayni zamanda da depo
kararliigini arttirmasi bakimindan tercih edilmektedir. GA’in kimyasal yapisi

Sekil 2.11’de gosterilmigtir.

GA mikroorganizmalar i¢in kismen toksik etki gostermesine ragmen biyoaktif
sisteme kazandirdigi avantajlardan dolayr %1’in altindaki derisimlerde GA
kullanilarak toksik etki en aza indirilerek, immobilizasyonlar da

gerceklestirilebilmektedir [69].
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Sekil 2.11. Glutaraldehitin kimyasal yapisi

2.4.3. Lipaz

Yaglarin hidrolizini saglayan lipaz, karboksilik ester hidrolaz sinifindan bir
enzimdir. Yag asitlerinin gliserol veya baska alkollerle yapilmis oldugu ester
baglarini hidroliz eder [70,71]. Lipaz, suda ¢dzlnen bir enzim olup yaglarin
ancak yuzeyine tesir eder. Emulsifiye olmus uzun zincirli trigliseridler
uzerinde aktiflik gosterirler. Etkin oldugu hidroliz tepkimesi genel olarak
Sekil 2.12°de verilmektedir [72]. Hidroliz sonucu digliserid, monogliserid,

gliserin ve yag asidi olusur.

H.D Cigliserid H,O honogliserid H,O Gliserin
Trigliserid + + +
Lipaz Yag Asiti Lipaz Yag Asiti Lipaz Yag Asitl

Sekil 2.12. Lipazin etkiledigi hidroliz tepkimesi

Lipazlar; hayvansal, bitkisel ve mikrobiyolojik kaynaklardan elde edilebilirler.
Memelilerde lipaz pankreas tarafindan sentezlenir. Bitkisel lipazlar; hint yagdi,
gene otu gibi bitkilerin yagli tohumlarinda bulunur. Mikroorganizma kaynakl
lipazlar ise bakteri, maya ve mantarlardan elde edilebilir. Mikrobiyal lipazlar,
bitki ve hayvan kaynakli lipazlara goére daha genis uygulama alanina sahiptir.
Bunun sebebi mikroorganizmalarin kolay ve hizli cogalabilmeleri ve ayrica
lipazlarinin gesitli hidrolitik ve sentetik birgok tepkimeyi katalizleyebilmeleridir
[73,74].
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Lipazlarin gida endustrisinde, biyomedikal uygulamalarda, biyosensorler ve
pestisitlerin yapiminda, deterjan ve deri sanayinde, c¢evre yoOnetiminde,
kozmetik ve parfim sanayinde uygulama alanlan bulunmaktadir.
Deterjanlarda kullanimi yag kaynakl lekelerin kolayca ¢ikariimasi amaciyla,
dericilikte yalnizca derinin yuzeyindeki degil, icindeki yaglari da temizleyerek,
deriyi tabaklama ve boyama gibi islemler igin kullaniimaktadir. Kagit
endustrisinde, Uretilen k&git hamurundan trigliseridler ve balmumu olarak
adlandirilan agacin hidrofobik bilesenlerini ayirmak igin kullanilir. Gida
endustrisinde ise lipazlarin mesrubat berraklastiriimasi, bira Gretimi, disuk
laktozlu sut dretimi, ekmek Uretimi, peynir olgunlastiriimasinda gibi kullanim
yerleri vardir [75-77].

2.4.4. Karbodiimid (CDI)

CDI, enzim immobilizasyonu iglemlerinde destek materyalini aktiflestirmek
amaci ile sikhikla kullanilan énemli bir ara kimyasal maddedir [9,11]. Sekil
2.13'de sunulan kimyasal yapisinda da goruldigu gibi, hem destek
materyalindeki —CH,OH, -COOH ve -OH gruplarina hem de enzimdeki —NH,
grubuna baglanabilme 6zelligine sahiptir [78, 79]. Ayni sekildeki tepkimede

jelatin destegine CDI ve lipaz baglanma yollari sematik olarak éngoérulmustar.
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Z—A

Jelatin - CH,0H +R—N=C=N—R,mm) |Jelatin —CH,0 —
(CDI) NH

—0

OH

E:
4—6 + A

Jelatin|-CH;—NH —(Lipaz) + C=0

I
Jelatin—C —OH 4+ R—N=C=N—R, =) | Jelatin|-C —
(CDI) NH

0 NHR,
Jelatin |-C —NH —(Lipaz) + t—o
|
NHR

(b)

Sekil 2.13. CDl ile aktiflestirilmis jelatin materyaline lipaz immobilizasyonu
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Bu bolumde surdurilen deneysel ¢alismalar ayrintilari ile agiklanmigtir.

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

VW7 W N YW N7 VW VW VW VW VW VW W7 VW7 V7 VW 7 V7
N\ 2N\ I\ 2\ I\ 2\ 2\ 22\ 2\ 2\ 2\ 2\ 2\ 22\ I\ I\ o\

\7

Lipaz (Candida Rugosa, Sigma)
p-NPP (Sigma, C2H35NQO4)
Jelatin (Fluka, pH=3,8-7,6)

GA (%25, Sigma-Aldrich)
Etanol (Sigma-Aldrich)

CDI (Sigma)

Borik asit (BDH, Merck)

HsPO4 (Merck)

NaOH (Merck)

Asetik asit (Merck)

KBr (Aldrich)

NaH,P0O4.2H,0 (Sigma)

Etlv (Ultralab U-120)

Terazi (Scaltec)

Su banyosu (Memmert)
Manyetik karistirici (Simgek Laborteknik)
pH metre (Cyberscan 500)

UV  spektrofotometresi  (Labormed Double

I\

spektrofotometre)

X FTIR (Mattson 1000 model infrared spektrometresi)
3 Inkubator (Binder)

Beam

UV-visible
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3.2. Jelatin Hidrojellerin Hazirlanmasi

Cizelge 3.1'de sunulan oranlarda GA igeren jelatin hidrojeller kimyasal
capraz baglama ydntemiyle Uretildi. ilk basamakta %10’luk jelatin ¢ozeltisi
hazirlandi. Dort ayri cam tlpe bu ¢ozelti konulduktan sonra tlplere
Cizelge 3.1'de verilen oranlara denk gelecek sekilde %25’lik GA ¢ozeltisi
ilave edildi. Bu karigimlar iyice karigtirildiktan sonra 24 saat oda sartlarinda
bekletildi. Tepkime sonunda silindir bloklar seklinde elde edilen hidrojeller
cam tupler kirilarak disar ¢ikarildi; 0,5 cm kalinliginda diskler halinde kesildi
ve oda sartlarinda bir gece bekletildi. Ardindan bol saf su iginde defalarca
yikanarak polimerlesmeye girmeyen bilesenlerin uzaklagmasi saglandi ve bu
numuneler sabit tartima gelinceye kadar 6nce havada, daha sonra 37°C’de

etivde kurutuldu.

Cizelge 3.1. Hidrojellerin hazirlanmasinda kullanilan maddelerin miktarlari

Bilesenler % 10’luk % 25’lik Yorum
Jelatin ¢ozeltisi GA cozeltisi
Jelatin Hidrojeller (mL) (9)
G-1 10 0,2 Yumusak
G-2 10 0,4 Sert
G-3 10 1,2 Sert
G-4 10 2,0 Sert

3.3. Jelatin Hidrojellerin Jellesme Yuzdelerinin Gravimetrik Olarak
Tayini

Bolum 3.1'de belirtilen sekilde elde edilen hidrojeller sabit tartima gelene
kadar etlivde kurutuldu (m;), sonra 250,0 mL saf su i¢ine konularak ve su
banyosu surekli tazelenerek 48 saat boyunca oda sicakliginda bekletildi. Bu

sure sonunda sudan cikarilan hidrojeller tekrar sabit tartima gelene kadar
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kurutuldu (ms). Her bir hidrojelin jellesme ylUzdesi Esitlik 3.1 kullanilarak
hesaplandi [80,81].

Ms

Jellesme Yuzdesi= — x 100 (3.1)
m;

3.4. Jelatin Hidrojellerinin Sigme Davraniglarinin Tayini

Bu boélimde hidrojellerin zaman, sicaklik ve pH degisimlerine kargi sisme
davraniglarinin incelenmesi anlatildi. Tum deneyler tcer 6rnek Uzerinden

yuratalda.

3.4.1. Jelatin hidrojellerin sisme degerlerinin zamanla degisiminin
incelenmesi

Hidrojellerin sisme degerlerinin zamanla degisimi 37°C’de 48 saat sureyle
incelendi. EtUvde kurutulup sabit tartima getirilen disk seklindeki kuru
hidrojellerin ilk tartimlari (wp) alindiktan sonra, hidrojeller 50,0 mL fosfat
tamponu (bkz. Ek:1) (pH=7,4) iceren agzi kapal siselere konuldu. Belirli
zaman araliklarinda ortamdan alinan hidrojeller, ylzeyleri hafif bir sekilde
kagitla kurulanarak tartildi ve tekrar sisme ortamina konuldu. Bu isleme
hidrojeller denge sisme de@erine ulagsincaya kadar devam edildi ve hidrojel
disklerin kutlelerindeki degisimler kaydedildi. Her bir hidrojelin ylizde sisme
degeri Esitlik 3.2 kullanilarak hesaplandi [5,78].

Sisme (%) = — x100 (3.2)

Wo
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3.4.2. Jelatin hidrojellerin sisme degerlerinin sicaklikla degisiminin
incelenmesi

Hidrojellerin sisme degerlerinin sicaklikla degisimi pH=7,4’de denge sisme
degerinin elde edildigi 48 saat sureyle incelendi. Etivde sabit tartima getirilen
disk seklindeki kuru hidrojeller, 50,0 mL pH=7,4 fosfat tamponu iceren agzi
kapal siselere konuldu. Hidrojellerin sisme degerlerine sicaklhk etkisini
incelemek icin 4; 10; 20; 30; 37; 40; 50 ve 60°C sicakliklarindaki inkibatoérde
ve etuvde calisildi. Her sicaklikta, 48 saat bekletilen hidrojel 6rnekler
bulunduklari ortamdan alindi ve ylzeyleri hafif bir sekilde kagitla
kurulandiktan sonra tartildi. Sisme degerleri Esitlik 3.2 kullanilarak
hesaplandi [82].

3.4.3. Jelatin hidrojellerin sisme degerlerinin pH ile degigsiminin
incelenmesi

Hidrojellerin sisme degerlerinin pH ile degdisimi 37°C’'de 48 saat sureyle
incelendi. Etlvde kurutulup sabit tartima getirilmis olan disk seklindeki
hidrojeller, 50,0 ser mL pH=2,0; pH=4,0; pH=5,0; pH=6,0; pH=7,4; pH=8,0;
pH=10,0 ve pH=12,0 BR tamponu (bkz. Ek:2) igerisine konuldu. 37°C
sicaklikta 48 saat bekletildikten sonra hidrojeller ortamdan ¢ikarildi, kurulandi
ve tartildi. Hidrojellerin sisme degerleri Esitlik 3.2 kullanilarak hesaplandi
[82].

3.5. Jelatin Hidrojellerinin Bozunma Davraniglarinin Tayini

Hidrojellerin bozunma deneyleri 37°C’de, 50,0 mL’lik fosfat tamponu (pH=7,4)
icerisinde yurataldu. Hidrojeller belli zaman araliklarinda tartildiktan sonra
50,0 mLl’lik taze fosfat tampon ortamina yerlestirilerek, 37°C’deki etlve
konuldu. Bu iglem hidrojeller tamamen bozunana kadar devam edildi.
Bdylece hidrojellerin  kutle kayiplari takip edilerek, bozunma gunleri

saptanmis oldu. Bozunma davraniglari Esitlik 3.3 kullanilarak belirlendi [83].



37

Bu deney her bir hidrojel igin Uger o&rnek Uzerinden ydrutulerek

gerceklestirildi.

k i~ k S
Bozunma (%) = — x 100 (3.3)
Ki

k i : Hidrojellerin 48 saat sonunda en ¢ok sismis halinin kutlesi

k s: Bozunmakta olan hidrojellerin t anindaki kitlesi

3.6. Lipaz immobilize Edilmis Hidrojel Uretimi

Hazirlanan hidrojellerden immobilizasyon c¢alismalari igin, jellesme ve
sisme/bozunma deneylerinden elde edilen sonuglar degerlendirilerek G-2
hidrojeli segildi. Bu se¢imin agiklamalari ayrintili olarak Bélim 4.5'de verildi.
Her biri 0,05 g olan G-2 hidrojel érnekler 25,0 mL pH=6,9 fosfat tamponunda
(bkz. Ek:3) 24 saat sigirildi ve 20,0 mL CDI ¢dzeltisine (1,0 g CDI/100,0 mL
pH=6,9 fosfat tampon ¢ozeltisi) birakildi. 25°C’de 4 saat boyunca galkalamali
su banyosunda daha sonra ise bir gece boyunca oda sartlarinda
bekletildikten sonra CDI ¢ozeltisinden alinan her bir hidrojel 6rnek 2 kez
pH=6,9 fosfat tamponunda yikandi. Bdylece tepkimeye girmeyen karboksiller
uzaklasmasi saglandi. En verimli lipaz immobilizasyon kosullarini belirlemek
amaciyla, hidrojel érneklere immobilizasyon igleminin farkl derigsimlerdeki
lipaz ¢Ozeltilerinde yUrutulmesine karar verildi. Bu nedenle aktiflestiriimis olan
hidrojel ornekler, pH=6,9 fosfat tampon ¢dzeltisi i¢cinde farkli derisimlerde
hazirlanan 25 mL’lik lipaz ¢dzeltilerine (10,0 mg/mL, 4,0 mg/mL, 2,0 mg/mL,
0,4 mg/mL, 0,04 mg/mL) konuldu. Hidrojel 6rnekler 6nce 2 saat oda
kosullarinda sonra 4°C’de 24 saat bekletildi. Daha sonra lipaz ¢6zeltisinden

cikarilan érnekler oda sicakhginda kurumaya birakildi [78,79,84].
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3.7. Jelatin Hidrojele immobilize Olan Lipaz Enziminin Miktarinin Tayini

Hidrojel érneklere immobilize olan lipaz miktarlarini tayin etmek igin dnce
lipazin fosfat tamponundaki ¢ozeltisinin (pH=7,4; 4,00 mg/mL) 190-800 nm
arasinda UV-spektrofotometresi ile tam spektrumu alindi ve Sekil 3.1'de

sunuldu. Maksimum absorbans A= 300 nm’de gozlendi.

2,000

1.475 =

0,950 -

Absorbans

0,425

0,000 . i ;
190,00 400,00 600,00 800,00

Dalgaboyu (nm)

Sekil 3.1. 4,00 mg/mL (pH=7,4) lipaz c¢oOzeltisinin 190-800 nm arasindaki
tam spektrumu

Lipazin tam spektrumu alindiktan sonra farkli derigsimlerde hazirlanan lipaz
cOzeltilerinin A= 300 nm’deki absorbanslari dl¢llerek bir kalibrasyon dogrusu
elde edildi (Sekil 3.2). Bolum 3.6’da anlatildigi gibi hidrojel 6rneklere lipaz
immobilize edildikten sonra 6rnekler ortamdan alindi ve geride kalan lipaz
gOzeltisinin derisimi Sekil 3.2’de verilen kalibrasyon dogrusu kullanilarak
belirlendi. Bdylece her bir jelatin hidrojel 6rnege immobilize olan lipaz

miktarinin net degeri hesaplandi.
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Absorbans

Derigsim (mg/mL)

Sekil 3.2. Lipazin kalibrasyon grafigi (Amak= 300 nm'de, pH=7,4)

3.8. FTIR

immobilizasyonun gerceklestigini belilemek amaciyla saf jelatinin, CDI ile
aktiflestirilmis jelatin hidrojelinin, saf lipazin ve ve lipaz immobilize edilmis
jelatin hidrojelinin mukayeseli kimyasal yapi analizleri FTIR spektrumlari
alinarak gercgeklestirildi. Bu amacla bir gece etlivde kurutulan o6rnekler
havanda dovulerek toz haline getirildi ve KBr ile karigtirilarak numune diskleri
hazirlandi. Disklerin spektrumlari 400-4000 cm™ dalga boyu araliginda

alinarak yorumlandi.
3.9. p-NPP’In UV-spektrofotometrik Analizi

Enzimatik tepkime sonucu harcanan p-NPP miktarinin belirlenmesi amaciyla

ilk olarak 0,50 mM p-NPP ¢dzeltisinin UV-spektrofotometresinde 190—-800 nm
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dalga boylari arasinda spektrumu alindi ve p-NPP’In maksimum absorbans

verdigi dalga boyu Amak = 275 nm olarak belirlendi (Sekil 3.3).

1,000 |-

0,750 -

0,500 I~

Absorbans

0,250 I

0,000 l
190,00 400,00 600,00 800,00

Dalgaboyu (nm)

Sekil 3.3. 0,50 mM p-NPP ¢dzeltisinin 190-800 nm arasindaki tam spektrumu

Tam spektrum aldiktan sonra farkli derisimlerdeki (2,0-0,1 mM) p-NPP
gozeltilerinin  Amak= 275 nm’deki absorbanslari Olgllerek p-NPP igin

kalibrasyon dogrusu elde edildi. Bu kalibrasyon dogrusu Sekil 3.4’de sunuldu.
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1,5 1

Absorbans

-—
1

0,5 -

0 0,5 1 1,5 2
Derigim (mM)

Sekil 3.4. p-NPP’in kalibrasyon grafigi

3.10. Serbest Lipazin Aktivite Tayini

Serbest lipazin aktiflik tayini igin agzi kapali bir siseye 5,0 mL fosfat tamponu
(pH=7,4), 5,0 mL p-NPP (1,3 mM) ve 1,0 mL lipaz ¢ozeltisi (0,4 mg/mL)
eklenerek tepkime baglatildi. Karisim ¢alkalamali su banyosunda 37°C’de 5
dakika bekletildi. Tepkime sonunda ¢ozeltinin, UV-spektrofotometresi ile
275 nm’deki absorbans degeri dl¢uldu. Tepkime hizi; p-NPP’in kalibrasyon
grafiginden yararlanilarak ve Egitlik 3.4 kullanilarak hesaplandi. Serbest

lipazin aktivite tayini U¢ kez tekrarlanarak yapildi.

Lipazin aktivitesi soyle tanimlanir: 1 Unite (U) lipaz; 1 dakikada 1 pmol p-NPP
ile tepkimeye giren enzim miktaridir. Lipazin katalizledigi tepkimenin sematik
gOsterimi Sekil 3.5'de verilmistir. Substrat (p-NPP) ile lipazin etkilesmesi

sonucunda urun olarak p-nitrofenol olusur [85].
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AC AA275 AC
Hiz (V) = = X (3.4)
At At AAg7s

Bu esitlikte;

Ac: p-NPP derisimindeki degisim,

Ao : Baslangigtaki p-NPP’in absorbansi
A: : t zamandaki p-NPP’in absorbansi

AAz7s : (Ao-At) ,Absorbansdaki degisimi

At: Zamandaki degisimi gosterir.

0\{ W o\\r W
LiPAZ
N + CH{(CH) COOH
OH
OH
p- Nitrofenil palmitat 0 p-Nitrofenol ~ Palmitik asit
(p-NPP)

Sekil 3.5. Lipazin katalizledigi tepkimenin gsematik gosterimi

3.11. immobilize Lipazlarin Aktivitelerinin Tayini

Bolim 3.6'da anlatildigi gibi, farkl derisimdeki lipaz ¢ozeltileri kullanilarak
yapilan immobilizasyon igleminden sonra immobilize lipaz dérneklerin her
birinin aktivitelerine bakildi. Bunu igin yaklasik 0,05 g olan her bir hidrojel
orneginin Uzerine 5,0 mL fosfat tamponu (pH=7,4) ve 50 mL p-NPP
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(1,3 mM) gozeltisi eklendi. Karisimlar g¢alkalamali su banyosunda 37°C’de
5 dakika sureyle bekletildi. Daha sonra hidrojel 6rnekler ortamdan ¢ikarildi ve
gOzeltilerin  UV-spektrofotometresi ile 275 nm’deki absorbans degerleri
Olguldi. Tepkime hizina bagli olarak aktiviteler Esitlik 3.4 kullanilarak
hesaplandi. immobilize lipazlarin aktivite tayinleri ¢ kez tekrarlanarak

yapildi.

3.12. Serbest ve immobilize Lipazlarin Aktivitesine Substrat Derigiminin
Etkisi

Enzim-substrat tepkimesi asagida verildigi gibi gosterilir.

k1 k3
ES »E+U

m

+

w
v

Bu esitlikte; E enzimi, S substrati, ES enzim-substrat kompleksini, U rinii

belirtir. Enzim tepkime hizi Michaelis- Menten Esitligi ile verilir.

Vmak X S
Vo= (3.5)

Bu mekanizmaya gore Michaelis-Menten sabiti asagida verilmistir.

ko + k3
Ko = (3.6)
ki1

Michaelis-Menten Esitliginin dizenlenmesi ile Lineweaver-Burk Esitligi elde

edilir.
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= X + (3.7)
Vo Vmak S Vmak

Vo : Baslangi¢ Hizi
Vmak : Maksimum hiz
Km: Michaelis-Menten sabiti

S: Substrat derisimi

Fiziksel olarak K, katsayisi enzim ve substratin birbirine olan ilgisini
gOstermektedir. Enzim ve substrat arasindaki ilgi fazla ise oldukg¢a dusik
substrat derisimlerinde enzimi substrat ile doyurmak mumkin olur.
Lineweaver-Burk esitliginden yararlanilarak, 1/V degerlerine karsi 1/S grafigi

cgizilir. Boylece enzimin Vpak ve Ky, degerleri saptanir [47,85].

3.12.1. Serbest lipazin aktivitesine substrat derigiminin etkisi

Serbest lipazin aktivitesine substrat derisimine etkisini incelemek amaciyla 5
farkl derisimde (0,25 mM, 0,5 mM, 1,0 mM, 1,3 mM, 2,0 mM) p-NPP
cOzeltileri hazirlanarak, enzimin aktivite tayini Bolum 3.10°’da anlatilan
yonteme gore yapildi. Tepkime boyunca pH (7,4), lipaz derisimi (0,4 mg/mL)
ve sicaklik (37°C) sabit tutuldu. Deney Ug kez tekrarlandi.

3.12.2. immobilize lipazin aktivitesine substrat derisiminin etkisi

immobilize lipazin aktivitesine substrat dersiminin etkisini incelemek amaci ile
G-2 jelatin hidrojellerine immobilize lipazlar ve 5 farkli derisimdeki (0,25 mM,
0,5 mM, 1,0 mM, 1,3 mM, 2,0 mM) p-NPP c¢dzeltileri hazirlandi. immobilize
lipazin aktivite tayini Bolim 3.11°’de anlatilan yonteme gore yapildi. Tepkime

boyunca pH (7,4) ve sicaklik (37°C) sabit tutuldu. Deney Ug¢ kez tekrarlandi.
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3.13. Serbest Lipazin Aktivitesine Depolama Siiresinin Etkisi

Serbest lipazin aktivitesine depolama suresinin etkisini incelemek igin pH=7,4
fosfat tamponunda, 0,4 mg/mL derisiminde lipaz ¢o6zeltisi hazirlandi. Bu
¢Ozelti buzdolabinda 4°C’de buzdolabina bekletildi ve bu ¢ozeltiden belirli
araliklarda (0., 4., 8., 12, 16., 21., 25., 29., 32,, 36., 40., 44., 48. giin) 1,0 mL
ornek alinarak Bolum 3.10°da anlatilan yonteme gore aktivite tayini yapildi.
Tepkime boyunca pH (7,4), p-NPP derisimi (1,3 mM) ve sicaklik (37°C) sabit
tutuldu.

3.14. immobilize Lipazin Aktivitesine Depolama Siiresinin Etkisi

immobilize lipazin aktivitesine depolama siiresinin etkisini incelemek
amaciyla hazirlanan G-2 jelatin  hidrojellerine  immobilize lipazlar
buzdolabinda 4°C’de bekletildi. Bu hidrojeller belirli araliklarda (0., 4., 8., 12,
16., 21., 25., 29,, 32., 36., 40., 44., 48. gun) alinarak Bolum 3.11’de anlatilan
yonteme gore aktivite tayini yapildi. Tepkime boyunca pH (7,4), p-NPP
derisimi (1,3 mM) ve sicaklik (37°C) sabit tutuldu.

3.15. immobilize Lipazin Aktivitesinin Kullanim Sayisi ile Degisimi

immobilize lipazin aktivitesine kullanim sayisi ile degisimini belirlemek amaci
ile immobilize lipazin aktivite tayini Bolim 3.11°’de anlatilan yonteme goére
yapildi. Bu yontem 1 gun iginde 10 kez tekrarlandi. Tepkime boyunca pH
(7,4), p-NPP derisimi (1,3 mM) ve sicaklik (37°C) sabit tutuldu.
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4. DENEYSEL BULGULAR VE YORUM

Bu bolumde deneysel kisimda agiklanan yontemlerin uygulamalarindan elde

edilen sonuglar, yorumlari ile beraber alt basliklar halinde sunulmustur.

4.1. Jelatin Hidrojel Olusum Mekanizmasi ve Jellesme Yuzdeleri

Jelatin hidrojel olusumunda g¢apraz baglayici miktarinin etkisini incelemek
Uzere Cizelge 3.1’de verilen oranlarda GA g¢apraz baglayicisi kullanilmigtir.
Elde edilen tim hidrojellerin kullanima uygun saglamlikta oldugu ancak GA
miktarlari fazla olan G-3 ve G-4 hidrojellerinin, diger iki hidrojele gore biraz
daha sert bir yapiya sahip oldugu gdézlenmistir. Bu durum ¢apraz baglayici
miktarinin artmasiyla polimer zincirlerinin birbirlerine daha fazla noktadan
baglanmasi ve bdylece yapinin daha da sikilasarak esnekliginin azalmasi

seklinde agiklanabilir [5].

Capraz bagli hidrojel olusumunda, jelatin zincirlerinde bulunan —NH;
gruplariyla GA'in yapisindaki aldehit gruplarinin tepkimeye girmesiyle Schiff
baz bag olusumu gercgeklesir. Jelatin ile GA’'in etkilesmesi sonucu olasi
tepkime mekanizmasi Sekil 4.1’de sunulmustur. Bu mekanizmada gosterildigi
gibi Schiff baz bag olusumu ile meydana gelen ¢apraz baglanmanin disinda
farkli Grunler de ortaya cikabilir. Bunlar sadece tek Schiff baz baginin
olugsmasiyla ve GA ile gergeklesen yan tepkimeler sonucunda meydana
gelebilir [86].
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Hidrojellerin jellesme yuzdeleri Bolum 3.3'de anlatildigi sekilde incelenmis ve
sonuglar Cizelge 4.1’de verilmistir. En yuksek jellesme ylzdesinin G-4
hidrojelinde, en dusiuk jellesme ylzdesinin ise G-1 hidrojelinde oldugu
saptanmistir. Bu sonuglara gore capraz baglayici miktari arttikga, jellesme
yuzdeleri de artmistir. Bu durum capraz baglayici miktarinin artmasiyla
polimer zincirlerinde daha fazla noktanin birbirine baglanmasi ve bdylece

daha ¢ok zincirin hidrojel yapisinda yer almasi seklinde acgiklanabilir.

Cizelge 4.1. Hidrojellerin jellesme yuzdeleri

.. ] % 25’lik
Hidrojel Jellesme Yizdesi (%) o e
GA ¢ozeltisi (g)
G-1 87,41 0,2
G-2 91,24 0,4
G-3 94,18 1,2
G-4 95,10 2,0

4.2. Jelatin Hidrojellerinin Sigme Deneylerinin Sonuglari

Uretilen hidrojellerin sisme deneyleri Bolim 3.4'de anlatildi§i  sekilde

yurutalmas ve sonuglar alt basliklar halinde sunulmustur.
4.2.1. Jelatin hidrojellerin sigme degerlerinin zamanla degisimi

Jelatin hidrojellerin sisme davraniglari 37°C’de ve pH = 7,4’de zamana karsi
degisimi Bolim 3.4.1°de anlatildigi sekilde incelenmistir. Hidrojellerin
ortalama sisme degerlerinin zamanla degisim sonugclari Ek-4’de verilmis ve

sonuglar Sekil 4.2’deki grafikte sunulmustur.

Sekil 4.2'de goruldigu gibi, tum hidrojellerin sisme degerleri zamanla artmis

ve yaklasik 48 saat civarinda dengeye ulagsmistir. Sabit kaldigi bu sisme
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degeri daha sonra yapilan deneylerde denge sisme suresi olarak
kullanilmigtir. Jelatin hidrojel 6rneklerinin su igerisinde sisme degerlerinin
zamanla artmasinin nedeni, suyun jelatin hidrojelleri icin iyi bir ¢6zlcu
olmasiyla agciklanabilir. Hizla polimer zincirlerinin arasina giren ¢dzucu
molekdulleri ile polimer zincirleri arasinda bir etkilesim meydana gelir ve bu
etkilesim sonucunda molekul gruplarinin birbirini iter ve molekdiller birbirinden

uzaklasir boylece sisme degerleri artar.

400 -
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Sekil 4.2. Hidrojellerin ortalama % sisme dederlerinin zamanla degisim
grafigi (37°C, pH=7,4)

Sekil 4.2'de goéruldugu gibi, GA miktarinin artmasi ile sisme degerlerinin
dustuglu goézlenmistir. En yiksek sisme degerinin G-1 hidrojelinde, en dusuk
sisme degerinin ise G-4 hidrojelinde oldugu belirlenmigtir. Capraz baglanma
miktarinin artmasiyla polimerik yapinin daha da sikilastigi sdylenebilir. Bu
sikilik arttikca su molekdllerinin hidrojel i¢cine girmesi ve polimer zincirlerinin

birbirinden uzaklagmasi zorlasir, bu sebepten dolayi sisme degerleri daha da
azalir [5].
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4.2.2. Jelatin hidrojellerin sigme degerlerinin sicaklikla degisimi

Hidrojellerin ortalama sisme deg@erlerinin sicaklikla degisim sonuglari Ek-5'de

verilmig, ayrica sonuglar grafige alinarak Sekil 4.3’de sunulmustur.

400 -

0 I I I I I 1
0 10 20 30 40 50 60

Sicaklik (°C)

Sekil 4.3. Hidrojellerin ortalama % sisme degerlerinin sicaklikla degisimi
grafigi (pH=7,4 , 48 saat)

Sekil 4.3'de goruldugu gibi, sicaklikla tim hidrojeller sisme degerleri dnce
artmis ve batin hidrojeller 40°C’de en ylksek sismeye degerlerine ulagsmistir.
Sisme degderlerinin  sicaklikla yukselmesi, polimer molekillerinin  termal
hareketliliklerinin artisindan dolayi olabilir [87]. Sicaklik 40°C’nin Uzerine
cikarildiginda hidrojellerin  sisme degerlerinde az bir miktar disme
g6zlenmistir. Hidrojellerin hem kimyasal ¢apraz baglardan hem de fiziksel
baglardan olustugu bilinmektedir [29]. Jelatin hidrojelindeki fiziksel baglarin
sicaklik arttikga kirilmasi sonucunda su tutabilecek odacik sayisinda bir

miktar azalma olabilir ve bu da sisme degerlerinde hafif bir dismeye yol
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acabilir. Butun hidrojellerin  sisme davranislart Sekil 4.2’de  sunulan

siralamaya uymus, GA miktar arttikca sisme degeri azalmigtir.

4.2.3. Jelatin hidrojellerin sigme degerlerinin pH ile degigimi

TUdm hidrojellerin ortalama sisme degerlerinin pH ile degisim sonuglari

Ek-6’da verilmig, ayrica sonuglar grafige alinarak $ekil 4.4’de sunulmustur.

Sonuglardan gorulecedi gibi, hidrojeller disuk pH degerlerinde yluksek sisme
degerlerine ulasmis; pH'nin artmasi ile sisme degerleri 6nce azalmis,
pH=5'den sonra ise sisme degerleri yeniden vyukselmistir. Bu durum
kullandigimiz jelatinin izoelektrik noktasina bagli olarak agiklanabilir. Jelatin,
kollajenin asidik veya alkali hidrolizi ile elde edilen, polipeptitlerden olusan
dogal bir polimerdir. Dogal polipeptitlerin hem pozitif hem negatif yik i¢ceren
poliamfolitik makromolekuller olduklari ve bu yuzden izoelektrik pH'larinin
bulundugu bilinmektedir. Bu pH'da yapidaki pozitif ve negatif yuklerin
birbirine esit oldugu, yani net yikinin sifir oldugu bilinmektedir. izoelektrik
pH’ya sahip poliamfolitik molekuller, pH degerlerine ve zincirdeki iyonik
kuvvetlere bagli olarak farkli yapilarda bulunabilirler [29]. Hidrojeller bu pH'da
blziiserek kiigullr. izoelektrik pH’nin altindaki pH’da yapidaki amino gruplari
daha ¢ok (+) yukle ylUklenmeye, izoelektrik pH'nin Ustindeki pH'da ise
karboksil gruplarinin hidrojenlerini kaybetmesiyle yapi daha ¢ok (-) yukle
yuklenmeye baslar. Pozitif ya da negatif yUklerin ¢oklugunda benzer yukler
birbirini daha ¢ok iteceginden sisme kolaylagir. Bdylece hidrojelde olusan
iyonlasmis haldeki gruplar birbirlerini iterek yapinin gevsemesini arttirir ve
bdylece sisme dederleri artar. Batln hidrojellerin sisme degerleri Sekil 4.2'de

sunulan siralamaya uymaktadir.
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Sekil 4.4. Hidrojellerin ortalama % sisme degerlerinin pH ile dedisimi grafigi
(37°C,48 saat)

4.3. Jelatin Hidrojellerinin Bozunma Davraniglari

Jelatin dogal ve biyobozunur bir polimerdir. Diger dogal polimerlere nazaran
daha az toksik ve biyouyumlu olmasindan dolayi daha ¢ok o6n plana
cikmaktadir. Ayrica ¢ok sayida yan gruplara sahip olmasi nedeniyle kolayca
¢apraz baglanabilir ve modifiye edilebilir [88]. Calismamizin ileri
asamalarinda lipaz iceren jelatin hidrojellerin vicut ortaminda kullaniimasinin
incelenmesi de dusunulmektedir. Bu hidrojellerin vicutta bir yandan lipaz
aktivasyonunu surdlirmesi ve bir yandan da bozunarak vicuttan atiimasi
istenilmektedir. Bu nedenle hazirlanan hidrojellerin bozunma davranislari da
onemlidir. Capraz baglayici miktarlarinin degistirilmesiyle hidrojellerin
bozunma siireglerinin degisimi belirlenmek istenmistir. ileriki calismalarda bu

hedefe yonelik hidrojelin segilmesi mamkundar.

Tum hidrojellerin bozunma davranislari 37°C’de ve pH=7,4'de, Bolum 3.5'de

anlatildigi sekilde incelenmistir. Bu hidrojellerin ortalama sonuglari Ek-7’de



53

verilmis ve grafige alinarak Sekil 4.5'de sunulmustur. Sonuglardan da
gorllecegi gibi, ¢capraz baglayici miktarinin en az oldugu G-1 hidrojelinin,
diger hidrojellere gére daha hizli bozundugu ve 14. ginde tamamen yok
oldugu saptanmistir. G-2, G-3 ve G-4 hidrojellerinin ise bozunma suregleri
yaklasik 30-32 gin sonunda tamamlanmistir. G-4 hidrojeli icerdigi ¢apraz

baglayici oranin en fazla olmasindan dolayr en ¢ok dayanan hidrojel

olmustur.
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Sekil 4.5. Hidrojellerin ortalama % bozunma degerlerinin zamanla degisim
grafigi (37°C, pH=7,4)

4.4. FTIR Analizleri

Saf jelatin, CDI ile aktiflestiriimis jelatin hidrojel, saf lipaz ve lipaz immobilize
edilmis jelatin hidrojel numunelerinin yapi analizleri FTIR spektrometresi ile
yapilmig, sonuglar asagida irdelenmistir. FTIR spektrumlari Sekil 4.6, Sekil
4.7 ve Sekil 4.8 ve Sekil 4.9’da verilmistir.
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Sekil 4.6. Saf jelatinin FTIR spekturumu

Sekil 4.6’'da verilen, saf jelatinin FTIR spektrumu sunulmustur. Bu
spektrumda jelatine ait 3450-3310 cm™de orta siddetli pik N-H geriime
bandini, 3600-3200 cm™de gdzlenen genis pik O-H gerilme bandini,
2850-2750 cm"deki pik H-C=0 icin C-H gerilme bandini, 1700 cm deki pik
R2C=0 icin C=0 gerilme bandini, 1450 cm"de orta siddetli pik CH,-C=0 igin
alifatik C-H diizlem ici egilme bandini, 1380 cm™de orta siddetli pik —CHs icin
alifatik C-H diizlem ici egilme bandini, 1005 cm"deki yayvan pik C-O, C-N,
C-C gerilme bantlarini ve 720 cm™deki pik -(CHa)s- icin C-H diizlem disi

egilme bantlarini gostermektedir [89].
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Sekil 4.7. CDl ile aktiflestiriimis jelatin hidrojelinin FTIR spektrumu

Sekil 4.7’7de CDI ile aktiflestiriimis jelatin hidrojelinin  FTIR spektrumu
sunulmustur. Bu spektrumda da saf jelatine ait bantlar da mevcuttur.
3450-3310 cm "’deki genis ve orta siddetteki pikin jelatinin amino gruplarinin
¢apraz baglanmasi sonucunda olusan N-H ve O-H gerilme bantlarina ait
oldugunu dustinebiliriz. Ayrica Sekil 4.1'de gosterilen Urlin-1’e ait Schiff baz
baglanmanin  olusumu ile ortaya c¢lkan C=N gerilme bandini
1642-1450 cm™deki keskin piklerle iliskilendirebiliriz. Saf CDl'e ait
2100-2200 cm™deki orta siddetli N=C=N geriime bandi literatiirde 6zgiin
bant olarak verilmektedir. Sekil 4.7°de s6z konusu bant daha yayvan olarak
gorulmektedir. Bunun sebebi CDI’in jelatine —N-C=N- bagd yapisi seklinde
baglanmasi olabilir. Bdylece jelatin hidrojelinin CDI ile aktiflestiriimesinin

gergeklestirildigi sdylenebilir. Sonuglar literattr ile uyum igindedir [86].
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Sekil 4.8. Saf lipazin FTIR spektrumu

Sekil 4.8de kullandigimiz saf lipazin FTIR spektrumu sunulmustur. Bu
spektrumda genel olarak proteinlere ait pikler mevcuttur. Farkh olarak
1100 cm™de belirgin ve siddetli alifatik C-N-C bandi gériilmektedir. Bu da
kullandigimiz lipazda bu gruplarinin yodun bir sekilde var oldugunu

gOstermektedir.

Sekil 4.7°deki FTIR spektrumunda gdzlenen titresim bandlari, Sekil 4.9'da
verilen lipaz immobilize edilmis jelatin hidrojelinin FTIR spektrumunda da
gorulmektedir. Bu spektrumda, jelatin ve lipazin her ikisinin de protein
yapisinda olmasindan dolayi gbzlenen titresim bantlarinda 6zel bir farkhlik
g6zlenmemektedir. Ancak kullandigimiz lipaza ait belirlemis oldugumuz
1100 cm™deki pik alifattk —C-N-C bandi bu spektrumda da mevcuttur.
Bdylece lipaz immobilizasyonunun gergeklesmis oldugu kanaatine FTIR

spektrumlari araciligiyla da variimistir.
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Sekil 4.9. Lipaz immobilize edilmis jelatin hidrojelinin FTIR spektrumu

4.5. Farkh Lipaz Derigimlerinin immobilize Lipaz Aktivitesine
Etkisinin Incelenmesi ve Serbest Lipaz Aktivitesi ile
Karsilagtinimasi

immobilizasyon calismalarinda kullanilanacak hidrojelin segiminde, jellesme
ve sisme/bozunma deneylerinden elde edilen sonuglardan yararlaniimistir.
En ¢ok sisen G-1 hidrojeli, diger hidrojellere nazaran ¢ok ¢abuk bozundugu
ve ayrica en dusuk jellesme ylzdesine sahip oldugu icin immobilizasyon
isleminde tercih edilmemistir. Jellesme yluzdeleri ve sisme degerleri birbirine
yakin olan G-2, G-3 ve G-4 hidrojelleri, farkli miktarlarda ¢apraz baglayici
icermelerine ragmen Ugu de yaklasik bir ayda bozunmustur. Aralarindan

immobilizasyon ¢alismalari igin G-2 hidrojeli secilmistir.

immobilizasyon islemi, Bélim 3.6’da anlatildigi gibi farkli derisimdeki lipaz
¢Ozeltilerinde yurutilmastur. Her bir jelatin hidrojel 6rnege immobilize olan

lipaz miktarinin net degeri Sekil 3.2'de verilen kalibrasyon dogrusundan
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yararlanilarak tayin edilmis ve sonuclar Cizelge 4.2’de verilmistir. Bu ¢izelge
incelendiginde, en yuksek derisimli (10,0 mg/mL) lipaz ¢ozeltisi kullanilarak
yapilan immobilizasyonda, immobilize olan lipaz miktarinin saptanamadigi
gorulmektedir. Bunun sebebi ylksek derisimli ¢ozeltide azalan lipaz
miktarinin  Sekil 3.2’de verilen kalibrasyon dogrusundan gdzlenememis
olmasidir. 4,0 mg/mL ve 2,0 mg/mL lipaz derisimlerinde gerceklesen
immobilizasyonlarda ¢ozeltilerdeki azalan lipaz miktarlari ayni kalibrasyon
dogrusundan gozlenmis ve her ikisi igin de immobilize olan miktar 40,0 mg
olarak bulunmustur. 0,4 mg/mL ve 0,04 mg/mL lipaz derisimlerindeki
immobilizasyonlarda, immobilize olan miktarlar sirasiyla 4,8 mg ve 1,0 mg
olarak hesaplanmistir. Bu durum beklenen bir sonuctur. Boyutlari ayni olan
hidrojel drneklerinin her birinin yluzeyinde akliflestirilebilen uglarinin sayisinin
sabit kaldig1 dusunulirse, immobilizasyon lipaz derisimine dogrudan badgl
olmaktadir. immobilizasyon isleminde yiiksek derisimli enzim kullanilsa bile
belli boyutlardaki hidrojel 6rnege en fazla immobilize olabilecek enzim miktari

degisemez.

Farkh lipaz derisimlerinde yapilan immobilizasyonlarda, immobilize lipazlarin
her biri icin enzimatik tepkime boyunca dakikada 1 umol p-NPP ile etkin
olarak tepkimeye giren lipaz miktarlari belirlenmis ve aktivite tayinleri
Bolium 3.11°de anlatilan yonteme goére yapilmistir. Sonuglar Cizelge 4.2°'de
verilmigtir. Goruldigu gibi immobilize lipaz miktar arttikga, tepkime boyunca
dakikada 1 pmol p-NPP ile etkin olarak tepkimeye giren lipaz miktarlar da
goreceli olarak artmaktadir. Bu da fazla miktarda lipazin, p-NPP ile
etkilesmesi demektir. Verilen sonuglara goére en dusik lipaz immobilize
edilmis olan hidrojel 6rnek de aktif olarak tepkime vermektedir. Tepkime
hizlarina bakildiginda, immobilize lipaz miktarlari farkli olan hidrojel
orneklerinde birim zamanda yaklasik ayni hizlarda tepkimenin yurudugu

saptanmistir.

immobilize lipazlar ile serbest lipazin aktivitelerini karsilastirabilmek igin

serbest lipazin da Bolum 3.10'da anlatilan ydnteme gore aktivitesi tayin
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edilmistir. Ayrica serbest lipaz igin dakikada 1 ymol p-NPP ile etkin olarak
tepkimeye giren lipaz miktari da belirlenmis, sonuglar Cizelge 4.2’de
verilmigtir. Sonuglara bakildiginda serbest lipazda, dakikada 1 pmol p-NPP
ile cok az miktarda lipazin tepkimeye girdigi ve serbest lipazin p-NPP’I
harcama hizinin daha blydk oldugu belirlenmigtir. BOylece serbest lipazin

immobilize lipazlara gore daha aktif oldugu saptanmistir.

Cizelge 4.2. Immobilize ve serbest lipazlarin aktiviteleri

Lipaz ¢Ozeltisi Hidrojel bagina Etkin olarak Aktivite (V) x10?
derigimi immobilize olan | tepkimeye giren (mM.dak™)
(mg/mL) lipaz miktari lipaz miktari

(mg) (mg)
10,0 - - _
4,0 40,0 71,4 5,8
2,0 40,0 69,0 9,9
0,4 4,8 8,8 53
0,04 1,0 1,8 5,4
0,4 - 1,2 6,8
(Serbest lipaz)

Gerek immobilize lipazin aktifligine substrat derisimlerinin etkisi deneyinde
gerekse aktiflige depolama sdresinin  ve kullanim sayisinin  etkisi
deneylerinde 2,0 mg/mL derisimli lipaz ¢ozeltisi kullanilarak yapilan

immobilizasyondan elde edilen hidrojel 6érnekler kullaniimigtir.
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4.6. Serbest ve immobilize Lipazlarin Aktivitesine Substrat Derigiminin
Etkisi

Lipazin aktivitesine substrat derisiminin etkisini incelemek amaciyla 5 farkli
derisimde (0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM, 1,3 mM, 2 mM) p-NPP c¢ozeltileri
hazirlanarak, serbest ve immobilize lipazlarin aktiviteleri Bolum 3.10 ve

3.11°de anlatilan yonteme gore tayin edilmigtir.

Serbest lipaz icin Ek-8’de, immobilize lipaz i¢in Ek-9’da verilen ortalama
sonuglara gore 1/S ve 1/V degerleri grafide gegcirilerek Lineweaver-Burk
grafikleri cizilmistir (Sekil 4.10). Bu Lineweaver-Burk grafigi yardimiyla,
serbest ve immobilize lipazlarin K, ve Vma degerleri bulunmustur. Sonuglar

Cizelge 4.3’de verilmigtir.
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Sekil 4.10. Serbest (-¢-) ve immobilize lipazlar (--) icin Lineweaver-Burk
grafigi
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Cizelge 4.3. Serbest ve immobilize lipazlarin K, ve Vma degerleri

Ornek Vinak (MM.dak™) K (MmM)
Serbest Lipaz 0,089 0,290
immobilize Lipaz 0,080 0,422

Lineweaver-Burk grafiklerine bakilarak serbest ve immobilize enzim igin
aktivite mukayesesi yapilabilir. immobilize lipazin K, degerleri serbest lipaza
gore daha yuksek bulunmustur. Ky, degeri enzimin substrata olan ilgisini
gOsterir. Bu deger ne kadar kiuguk olursa enzimin substrata ilgisi o kadar
fazla demektir. Diger bir ifadeyle K, degerindeki artis, enzim ve substrat
arasindaki etkilesiminin daha az oldugunu ve enzimin yari doygunluga
ulasmasi i¢in daha fazla substrat gerektigini acgiklar [90]. K., degerleri
karsilastirildiginda serbest lipazin, immobilize lipaza goére daha aktif oldugu

sOylenebilir.

Bu calismada bulunan K., ve Ve degerleri literatiirle uyumludur. Ornegin,
Homicola  lanuginosa  lipazinin poli(N,N-dimetilakrilamit-ko-akrilamit)
destedine immobilize edildigi bir ¢alismada, serbest lipaz igin K, degeri
3,58 mM ve Vma degeri 10,72 mM.dak™, immobilize lipaz icin K., degeri
7,36 MM ve Vna degeri 7,13 mM.dak™ olarak bulunmustur [90]. Candida
Rugosa lipazinin kitosanla modifiye edilmis membran ylzeyine immobilize
edildigi diger bir calismada ise, serbest lipaz i¢in K, degeri 0,45 mM ve Vmnak
degeri 46,4 U/mg-protein, immobilize lipaz i¢in K, degeri 1,43 mM ve Vma
degeri 21,2 U/mg-protein olarak bulunmustur [91].
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4.7. Serbest ve Iimmobilize Lipazlarin Aktivitesine Depolama
Suresinin Etkisi

Serbest lipaz aktivitesine depolama suresinin etkisini incelemek amaciyla
4°C’de saklanan lipaz c¢ozeltisinin belirli araliklarla 48 gun boyunca
Bolim 3.10'da anlatildigi gibi aktivitesi tayin edilmistir. Benzer calisma
Bolum 3.11°’de anlatildigi sekilde immobilize lipaz igin de yapilimistir. Serbest
ve immobilize lipazlarin maksimum aktivitesinin depolama slresiyle
degisiminin ortalama deneysel verileri EK-10 ve Ek-11’de sunulmustur. Bu
veriler grafige gecirilerek Sekil 4.11’de gdsterilmistir. Sonuclara gére 4°C’de
depolamada 48. gunde serbest lipazin baslangi¢ aktivitesinin %32’sini ve

immobilize lipazin ise baslangi¢ aktivitesinin %92’sini korudugu saptanmistir.
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Sekil 4.11. Serbest  (-e-) ve immobilize lipazlarin (-¢-) maksimum
aktivitesinin depolama suresi ile degisiminin grafigi

Elde edilen sonuglar literaturle kiyaslandiginda basarili bir immobilizasyon
islemi gerceklestirildigi sdylenebilir. Candida Rugosa lipazinin kitosan/polivinil

alkol karisimindan olusan nanofiber membrana GA c¢apraz baglayicisi ile
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immobilize edildigi bir galismada, 4°C’de saklanan immobilize lipazin 30 gun
sonunda baslangi¢ aktivitesinin %56’sini korudugu, serbest lipazin ise
baslangi¢ aktivitesinin tamamini kaybettigi belirlenmistir [92]. Candida
Rugosa lipazinin kitosan Uzerine hidroksil gruplarinin aktivasyonu ile
immobilize edildigi diger bir calismada 30 gun sonunda immobilize lipazin
baslangi¢ aktivitesinin %54’UnU korudugu, serbest lipazin ise baslangi¢

aktivitesinin tamamini kaybettigi bulunmustur [78].

4.8. immobilize Lipaz Aktivitesinin Kullanim Sayisi ile Degisimi

G-2 jelatin hidrojeline immobilize edilmis lipaz 1 gin boyunca 10 kez
kullanilmig, immobilize lipazin aktivitesi Bolum 3.11°de anlatildigi gibi tayin
edilmistir. immobilize lipazin maksimum aktivitesinin kullanim sayisi ile
degisiminin ortalama sonuglari Ek-12°da verilmigtir. Sonuglar grafige
gecirilerek Sekil 4.12°de gosterilmigtir. Bu sekilde goralduga gibi, immobilize
lipazin 10 kez kullanimi sonunda baslangi¢ aktivitesinin %68’ini korudugu

saptanmistir.
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Sekil 4.12. Immobilize lipazin maksimum aktivitesinin kullanim sayisi
ile degisiminin grafigi
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Elde edilen bu deger literatlirle kiyaslandiginda oldukga basarili bir
immobilizasyon gergeklestirildigi  soylenebilir. Ornegin, Candida Rugosa
lipazinin kitosan/polivinil alkol karisimindan olusan nanofiber membrana GA
gapraz baglayicisi ile immobilize edildigi bir galismada, immaobilize lipazin 10
kez kullanimi sonucunda baglangi¢c aktivitesinin  %46’sini korudugu
belirtiimigtir [92]. Candida Rugosa lipazinin, jelatin ve kitosan ile modifiye
edilmis nanofiber poli(akrilonitril-ko-maleik asit) membranlara immobilize
edildigi diger bir calismada, jelatin modifiye nanofiber membranlar igin
immobilize lipazin 10 kez kullanimi sonucunda baglangi¢c aktivitesinin
%55’ini, kitosan modifiye nanofiber membranlar igin ise baslangig

aktivitesinin %60’ in1 korudugu bulunmustur [93].
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5. SONUGLAR

Sunulan ¢alismada lipaz immobilizasyonunda kullaniimak tzere farkl
oranlarda GA c¢apraz badlayicisi igeren dort tur jelatin hidrojel
hazirlandi. Hazirlanan hidrojellerin jellesme ylzdeleri, gravimetrik
yontem kullanilarak hesaplandi. GA miktarinin artmasiyla ylzde

jellesme degerlerinin arttigi belirlendi.

Hidrojellere zamana karg! sisme testleri uygulandi. Tum hidrojellerin
sisme degerlerinin zamanla arttigi ve yaklasik 48 saat civarinda sabit
degere ulastigi gozlendi. GA miktarinin artmasiyla sisme degerlerinin
azaldigi saptandi. En yuksek sisme degeri G-1 hidrojeli i¢in yaklasik
olarak %368, en dusik sisme degeri ise G-4 hidrojeli icin yaklasik
olarak %213 olarak elde edildi.

Hazirlanan hidrojellere sicakliga karsi sisme testleri uygulandi. Sicaklik
arttikga tum hidrojellerin sisme degerlerinin arttigi ve 40°C civarinda en
yuksek sisme dederlerine ulasildigl saptandi. Sicaklik 40°C’nin Uzerine
cikarildiginda hidrojellerin  sisme de@erlerinde bir miktar azalma
belirlendi. En yuksek sisme dederi G-1 hidrojeli icin yaklasik olarak
%384, en dusuk sisme degeri ise G-4 hidrojeli i¢in yaklasik olarak %231

olarak bulundu.

Hazirlanan hidrojellere pH'ya karsi sisme testleri uygulandi ve tum
hidrojeller dusuk pH dederlerinde ylksek sisme degerlerine ulasti,
pH’nin artmasi ile sisme degerleri 6nce azaldi ve pH=5’den sonra ise
yeniden arttigi belirlendi. En yuksek sisme degeri pH= 2’de G-1 hidrojeli
icin yaklasik olarak %1003, en dusuk sisme degeri ise G-4 hidrojeli igin
yaklasik olarak %700 olarak bulundu.
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Hidrojellerin bozunma deneyleri kutle kayiplari takip edilerek yapildi. En
az GA iceren G-1 hidrojelinin, diger hidrojellere gore daha hizli
bozundugu ve 14. gunde tamamen yok oldugu saptandi. G-2, G-3 ve G-
4 hidrojellerinin ise bozunma sureglerinin yaklasik 30-32 gln sonunda
tamamlandigi belirlendi. G-4 hidrojeli, icerdigi capraz baglayici oranin

en fazla olmasindan dolayi en ¢ok dayanan hidrojel oldugu saptandi.

Jellesme ve bozunmal/sisme testleri sonuglari degerlendirilerek
hazirlanan hidrojellerden immobilizasyon c¢alismalari igin G-2 hidrojeli
secildi ve bu hidrojele kovalent baglanma ydntemiyle lipaz immobilize
edildi. En verimli lipaz immobilizasyon kosullarini belirlemek amaciyla,
farkl derisimlerdeki lipaz c¢ozeltileri kullanilarak immobilizasyon
gerceklestirildi ve her bir jelatin hidrojel érnegine immobilize olan lipaz
miktarinin net degeri hesaplandi. immobilizasyon isleminde yiliksek
derigimli lipaz kullanilsa bile belli boyutlardaki hidrojel 6rnege immobilize

olabilecek lipaz miktarinin degismedigi saptandi.

immobilize lipazlarin her biri icin enzimatik tepkime boyunca dakikada
1 umol p-NPP ile etkin olarak tepkimeye giren lipaz miktarlari belirlendi
ve tepkime hizlari hesaplanarak aktivitelerine bakildi. Tepkime hizlar
karsilastirildiginda, immobilize lipaz miktarlari farkli olan hidrojel
orneklerinde birim zamanda yaklasik ayni hizlarda tepkimenin yurudugu
saptandi. Hidrojelle immobilize olan lipaz miktari arttik¢ca, tepkime
boyunca dakikada 1 pmol p-NPP ile etkin olarak tepkimeye giren lipaz
miktarlarinin da goreceli olarak arttigi belirlendi. Elde edilen sonuclara
gore en dusuk lipaz immobilize edilmis olan hidrojel 6rnedinin de aktif

olarak tepkime verdigi saptandi.

immobilize lipazlar ile serbest lipazin aktivitelerini karsilastirabilmek icin
serbest lipazin da aktivitesi tayin edildi. Ayrica serbest lipaz igin
dakikada 1 pmol p-NPP ile etkin olarak tepkimeye giren lipaz miktari
belirlendi. Serbest lipazda, dakikada 1 umol p-NPP ile ¢cok az miktarda
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lipaz tepkimeye girdigi ve serbest lipazin p-NPP’I harcama hizinin daha
blyUk oldugu belirlendi. Bdylece serbest lipazin immobilize lipazlara

goOre daha aktif oldugu saptandi.

FTIR analizlerinden elde edilen spektrumlardan, CDI ve lipazin, jelatin
destedine baglandigina dair 06zgin pikler gézlendi ve lipaz

immobilizasyonunun gergeklestigi kanaatine FTIR araciligiyla da varildi.

immobilize lipazin aktifligine substrat derisimlerinin etkisi deneyinde,
serbest lipaz icin Ky, degeri 0,290 mM ve Vma dederi 0,089 mM.dak™”,
immobilize lipaz icin ise Ky degeri 0,422 mM ve Vpa degeri 0,080
mM.dak” olarak bulundu. K. degerleri karsilastirildiginda serbest

lipazin, immobilize lipaza gore daha aktif oldugu belirlendi.

immobilize lipazin 10 kez kullanimi sonunda baslangic aktivitesinin

%68'’ini korudugu saptandi.

4°C’de depolamada 48. gunde serbest lipazin baslangi¢ aktivitesinin
%32’sini, immobilize lipazin ise baglangi¢ aktivitesinin %92’ini korudugu

belirlendi.
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EK-1. pH=7,4 fosfat tamponunun hazirlanmasi

15,60 g NaH2P04.2H,0, 61 mL 1M NaOH ¢dzeltisi karistirilip saf su ile 1L ye
tamamlandi. Bu islem ile pH yaklasik 7,0 olan tampon ¢dzelti hazirlandi.
Hazirlanan bu ¢6zeltinin pH=7,4 oluncaya kadar ayarlama 1M NaOH ¢dzeltisi

ile yapildi.

Tdm ayarlamalar pH metre esliginde yuarutalda.
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EK-2. pH=2,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,4; 8,0; 10,0; 12,0; Britton—Robinson tampon

(BRT) ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

2,3 mL asetik asit, 2,7 mL %85 lik fosforik asit ve 2,5 g Borik asit karistirilip
saf su ile 1L ye tamamlandi. Bu igslem ile pH yaklasik 2,5 olan tampon ¢ozelti

hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltinin pH=2,0 oluncaya kadar ayarlama derigik
HCl ile yapildi.

pH=2,0 ¢oOzeltisinden yeterli miktarlarda alinarak ve ayarlama igin 2,0 M
NaOH c¢ozeltisi kullanilarak pH=4,0, pH=5,0, pH=6,0, pH=7,4, pH=8,0,

pH=10,0 ve pH=12,0 tampon ¢ozeltileri hazirlandi.

Tdm ayarlamalar pH metre esliginde yuarutalda.
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EK-3. pH=6,9 fosfat tamponunun hazirlanmasi

7,80 g NaH,P0O4.2H,0, 30,5 mL 1M NaOH ¢ozeltisi karigtirilip saf suile 1L
ye tamamlandi. Bu iglem ile pH yaklasik 7,0 olan tampon ¢dzelti hazirlandi.
Hazirlanan bu ¢ozeltide pH=6,9 olabilmesi igin ayarlama 1M NaOH ¢ozeltisi

ile yapildi.

Tdm ayarlamalar pH metre esliginde yuarutalda.



EK-4. Hidrojellerin zamana karsi ortalama % sisme degerleri

80

Hidrojel G-1 G-2 G-3 G-4
Zaman (saat)

1 72 69 53 50
2 115 107 82 76
3 150 142 108 98
4 171 159 120 109
5 193 178 135 121
6 207 195 144 128
7 225 207 155 136
8 237 220 165 143
9 250 229 173 151
10 259 237 180 155
11 276 245 187 159
12 295 256 190 165
13 305 268 204 167
14 308 282 209 169
15 313 291 212 171
16 322 295 215 172
17 323 300 220 174
18 327 304 221 178
19 333 308 225 180
20 336 312 228 183
21 338 314 230 185
22 337 317 231 187
23 336 320 235 192
24 335 318 242 198
24 338 321 244 200
25 342 319 245 200
26 344 323 246 202
27 345 325 250 203
28 345 326 252 205
29 344 328 253 206
30 345 329 255 207
31 348 330 257 207
32 349 332 258 209
33 360 335 260 209
34 362 340 261 210
35 363 346 261 211
36 365 350 262 212
38 366 351 263 213
40 366 351 262 212
42 367 352 263 213
44 367 352 263 213
46 368 353 262 212
48 366 350 263 213
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EK-5. Hidrojellerin ortalama % sisme dederlerinin sicaklikla degisim
sonuglari
Hidrojel
Sicaklik (°C) G G2 63 G4
4 250 210 180 132
10 295 255 220 154
20 310 279 236 172
30 345 332 255 192
37 368 353 278 214
40 384 368 295 231
50 357 349 260 200
60 341 330 245 187




EK-6. Hidrojellerin ortalama % sisme degerlerinin pH ile degisim sonuglari
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Hidrojel

" G-1 G-2 G-3 G-4
2,0 1003 877 802 700
4.0 398 356 310 263
5,0 201 180 159 132
6,0 353 325 297 250
7.4 500 460 400 353
8,0 570 510 456 398
10,0 634 572 510 458
12,0 856 794 732 680




83

EK-7. Hidrojellerin zamana karsl ortalama % bozunma (% kutle kaybi)

degerlerinin sonuglari

Zaman
(Giin) G-1 G-2 G-3 G-4
1 6 4 5 5
2 7 7 7 5
3 10 10 8 6
4 12 12 10 7
5 16 13 10 8
6 21 15 12 10
7 30 17 13 10
8 36 20 14 11
9 41 23 15 12
10 47 27 17 13
12 67 29 20 13
13 80 31 21 15
14 100 33 22 15
16 - 35 27 19
18 - 37 30 22
19 - 39 32 26
20 - 42 35 30
22 - 46 42 39
24 - 55 51 48
26 - 65 59 56
28 - 74 68 64
30 - 100 81 75
31 - - 100 82
32 - - - 100




EK-8. Serbest lipazin aktifligine substrat derisimin etkisinin sonuglari

84

(msM) ( n:@) Agzguir;i:}s Aktivite (V?1x102 s k1/r:1/M'1)
(AA 75) (mM.dak™) '

2,00 0,50 0,556 8,11 12,33

1,33 0,75 0,493 7,20 13,88

1,00 1,00 0,455 6,64 15,06

0,50 2,00 0,387 5,65 17,69

0,25 4,00 0,282 4,12 24,27




EK-9. immobilize lipazin aktifligine substrat derisimin etkisinin sonuglari
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S 1/S Absorbans | Aktivite (V) x10° 1V
(mM) (mM™ Degisimi (mM.dak™) (dak.mM™)
(AA 275)
2,00 0,50 0,478 7,00 14,28
1,33 0,75 0,383 5,60 17,85
1,00 1,00 0,368 5,38 18,58
0,50 2,00 0,290 4,24 23,56
0,25 4,00 0,205 3,00 33,23




EK-10. Serbest lipazin aktifligine depolama suresinin etkisinin sonuglari
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Zaman Absorbans Aktivite (V) x107 Maksimum
(Giin) D&?,ii:)“ (MM.dak’") Aktivite

(%)

0 0,480 7,02 100
4 0,470 6,88 98
8 0,451 6,59 94
12 0,446 6,52 93
16 0,441 6,45 92
21 0,432 6,32 90
25 0,408 5,97 85
29 0,384 5,61 80
32 0,336 4,92 70
36 0,308 4,50 64
40 0,265 3,87 55
44 0,197 2,88 41
48 0,154 2,25 32




EK-11. immobilize lipazin aktifligine depolama siiresinin etkisinin sonuglari
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Zaman Absorbans Aktivite (V) x10? Maksimum
(Giin) D&?,ii:)“ (mM.dak™) Aktivite
(%)
0 0,390 5,70 100
4 0,381 5,58 98
8 0,381 5,58 98
12 0,374 5,47 96
16 0,374 5,47 96
21 0,370 5,41 95
25 0,370 5,41 95
29 0,362 5,30 93
32 0,362 5,30 93
36 0,362 5,30 93
40 0,362 5,30 93
44 0,362 5,30 93
48 0,358 5,24 92




EK-12. immobilize lipazin aktifligine kullanim sayisinin etkisinin sonuglari
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Kullanim Absorbans Aktivite (V) x10? Maksimum
sayisi D(E’A?Aiigi (mM.dak™) Aktivite
(%)
1 0,411 6,02 100
2 0,391 5,72 95
3 0,391 5,72 95
4 0,382 5,59 93
5 0,374 5,48 91
6 0,365 5,35 89
7 0,344 5,04 84
8 0,307 4,50 75
9 0,279 4.08 68
10 0,279 4.08 68
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