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ONSOZ

Bu rapor “Enzim Immobilize Edilmis Membranlarin Hazirlanmas1 ve Karakterizasyonu:
Membran Performanslarinin  Belirlenmesi” baslikli TUBITAK-105M325 No’lu uluslararasi
arastirma projesinin sonuglarini icermektedir. Calisma polielektrolit destegiyle ultrafiltrasyon
membranlari ilizerine enzim immobilizasyonu yapmak, bu membranlarin performanslarint hem
deneysel yontemlerle, hem de matematik modelleme yolu ile test etmek amaci ile uluslararasi bir
proje olarak TUBITAK ve Fransa CNRS’e &nerilmistir. Nisan 2006 yilinda 21114 YTL’lik
biitce ile izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Kimya Miihendisligi Boliimiinde yiiriitiilmek iizere
desteklenmeye baslayan ¢alisma, 1 Haziran 2008’de tamamlanmistir. Verilen destek kapsaminda
Tiirk ekibinden biri doktora Ogrencisi ii¢ aragtirmacinin 2006 ve 2007 yillarinda proje
ortaklarimizin bulundugu University of Montpellier II Insitut Europeen Des Membranes’e
ziyaretleri gergeklesmistir. Proje Fransiz ekibi ile ortaklasa yiiriitiilmiis olmakla birlikte, bu
raporda Tiirk ekibinin yapmis oldugu ¢alismalarin sonucu verilmistir.

Projede iireaz immobilize edilmis poliakrilonitril (PAN), polietilenimin (PEI) ve kitosan (CHI)
ile modifiye edilmis PAN membranlari elde edilmistir. Gelistirilen membranlarin katalitik
performanslart optimum sicaklik, aktivite profilleri, kinetik parametreleri ve ultrafiltrasyon
esnasinda iireyi uzaklastirma kapasiteleri ile belirlenmistir. Deneysel filtrasyon ¢aligmalarinin
yani sira, gelistirilen matematik model sayesinde de ultrafiltrasyon kosullarinin, membranin
yapisal 6zelliklerinin ve iireaz immobilizasyonunun ultrafiltrasyon igleminin performansina olan
etkileri  incelenmistir. Bu calisma sonucunda polielektrolit destegiyle enzim immobilize
membranlarin kolay ve ucuz bir sekilde hazirlanabilecegi, polielektrolit tiirii degistirilerek

membranlarin  katalitik performanslarinin  optimize edilebilecegi sonucuna varilmistir.
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OZET

Bu calismada {ireaz enzimi polietilenimin (PEI) ve kitosan (CHI) ile modifiye edilmis
poliakrilonitril (PAN) membranlar1 tizerine immobilize edilmistir. PEI ve CHI ile modifikasyon
PAN membrani iizerine adsorbe olan lireaz miktarini etkilemezken, aktiviteler sirayla 2 ve 1.5 kat
artiy gOstermistir. Membranlarin tireye kars1 gosterdikleri kinetik performans asagidaki sekilde
bulunmustur: PAN+PEI+CHI>PAN+PEI>PAN+CHI>PAN. pH 7 ile 9 araliginda modifiye
edilmis membranlar iizerine immobilize edilen lireaz PAN iizerine immobilize edilene gore daha
1yi bir aktivite profili sergilemistir. PAN-+CHI ve PAN membranlari lizerine immobilize edilen
tireaz 30 ve 37 °C’de optimum aktivite gosterirken, PAN+PEI ve PAN+PEI+CHI iizerine
immobilizasyon optimum aktivitenin gozlendigi sicakligin 50 ve 60 °C’ye yiikselmesine neden
olmustur. PAN+CHI, PAN+PEI ve PAN+PEI+CHI membranlar1 4 °C distile suda 6 ve 10 giin
depolandiktan sonra iireaz aktivitelerinin 50% sini koruyabilirken, ayni kosullarda depolanan
PAN membrani 1 giiniin sonunda aktivitesinin 75 %’ini kaybetmistir. Modifiye edilmis ve
edilmemis PAN membranlar1 {izerine {ireaz adsorpsiyonu sonucu membranlarin hidrolik
gecirgenlikleri 6nemli oranda degismemistir. Ultrafiltrasyon esnasinda besleme ¢ozeltisinden
uzaklagtirilan iire miktar1 membran boyunca uygulanan basincin artmasi ile artarken, besleme
cozeltisindeki iire konsantrasyonundan etkilenmemistir. Deneysel filtrasyon ¢alismalarinin yani
sira, bu ¢alismada gelistirilen matematik model sayesinde ultrafiltrasyon kosullarinin, membranin
yapisal 6zelliklerinin ve iireaz immobilizasyonunun ultrafiltrasyon igleminin performansina olan
etkileri de incelenmistir. Model tahminleri ile deneysel veriler arasindaki uyum yeterli
bulunmustur. Genel olarak, bu ¢alismada elde edilen sonuglar {ireaz enziminin modifiye edilmis
PAN membranlar1 iizerine elektrostatik kuvvetlerle immobilizasyonunun basit ve etkili bir
immobilizasyon teknigi oldugunu onermektedir. Yapilan tiim Ol¢limler dikkate alindiginda,
tireaz immobilizasyonu i¢in en iyi destek malzemesinin PAN+PEI+CHI membrani oldugu

bulunmustur.

Anahtar  kelimeler: {ireaz; immobilizasyon; polietilenimin; kitosan; poliakrilonitril;

ultrafiltrasyon; matematik model.
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ABSTRACT
In this study urease was immobilized non-covalently onto polyethyleneimine (PEI) coated and/or
chitosan (CHI) deposited polyacrylonitrile (PAN) membranes. The PEI coating and/or CHI
deposition did not considerably affect the amount of urease immobilized onto PAN membranes,
however, activities increased by a factor of 2 and 1.5 fold, respectively. The kinetic
performances of the membranes against urea were found as  follows:
PAN+PEI+CHI>PAN+PEI>PAN+CHI>PAN. In neutral to alkaline pH values between 7.0 and
9.0, immobilized urease in all modified membranes showed a better activity profile than enzyme
immobilized onto PAN membranes. The enzyme immobilized onto PAN+CHI and PAN
membrane showed optimal activity at 30 and 37°C, respectively while immobilization of urease
onto PAN+PEI and PAN+PEI+CHI membranes resulted in optimal activity at 50 and 60 °C,
respectively. The PAN+CHI, PAN+PEI and PAN+PEI+CHI membranes maintained at least 50%
of their urease activity after 6 and 10 days of cold storage in distilled water at 4°C, respectively,
while PAN membrane lost almost 75% of its urease activity in 1 day at the same conditions.
Urease immobilization on unmodified and modified PAN membranes did not change the hydrolic
permeabilities significantly. During ultrafiltration, % removal of urea from the feed solution
increased with increased transmembrane pressure, while this quantity was not influenced by the
urea concentration in the feed solution. In addition to experimental filtration studies, the
influences of operating conditions, structural parameters of the membrane and urease
immobilization on the performance of the ultrafiltration operation were also investigated through
a mathematical model developed in this study. The agreement between the model predictions and
the experimental data was found to be satisfactory. Overall, the results obtained in this study
suggest that urease immobilization onto modified PAN membranes through electrostatic
interactions is an easy and effective immobilization technique. Based on all measurements, the

best support material for urease immobilization was found as PAN+PEI+CHI membrane.

Key words: urease; immobilization; polyethyleneimine; chitosan; polyacrylonitrile; ultrafiltration;

mathematical model.
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I. GIRIiS

Gegen yiizyilin yarisindan bu yana degisik uygulamalar i¢in immobilize enzim
sistemlerinin gelistirilmesi konusunda pek ¢ok ¢alisma yapilmistir. Immobilize enzim sistemleri
¢Oziiniir enzimlere gore daha fazla avantaja sahiptir. Oncelikle enzimin aktivitesi, stabilitesi ve
seciciligi gibi performansini belirleyen 6zellikleri immobilize edilmesi sonucu iyilesir. Enzim
immobilize formda aktivitesini ¢cok daha uzun siire koruyabildiginden siirekli islemlerde yeniden
kullanilabilmesi miimkiindiir. Ayrica, enzimatik reaksiyon sonucu ¢ikan iirlinlerle , reaksiyona
girmeyen substratlarin enzimin immobilize edildigi destek (support) sayesinde ayristirilmasi da
miimkiindiir. Boylece, serbest ¢oziiniir enzim yerine immobilize enzimi kullanan proseslerin
tiretim maliyetlerini azaltmak miimkiin olabilir (CAO, 2005).

Ureaz, iirenin amonyum ve karbondioksite doniismesini saglayan bir enzimdir.
Immobilize iireaz sistemleri diagnostik amagli biyosensorlerde (PETERSSON, 1988), iirenin
kandan uzaklastirilmasinda (YANG ve Lin, 2001), ya da  hemodiyaliz isleminde, sentetik
diyalizat ¢ozeltisinin rejenere edilmesinde kullanilmaktadir (KRAJEWSKA ve ark., 1989). Bunun
yanisira, giibre atiksularinda bulunan iirenin doniistiiriilmesinde (GEORGE ve ark., 1997; DI
MARTINO ve ark., 2003) ve gida endiistrisinde iceceklerden iirenin uzaklastirilmasinda da
(FAHMY ve ark., 1998) uygulama alanlar1 bulmustur.

Enzimin immobilize edilecegi uygun bir destek malzemesinin se¢imi; hem enzimin
aktivite, stabilite, segicilik gibi katalitik Ozelliklerini, hem de {iriin ve reaksiyona girmeyen
substratlar1 ayristirma performansini dnemli oranda etkiler. Ureaz enziminin immobilize edilmesi
icin en siklikla kullanilan polimerik destek malzemeleri, kitosan (KRAJEWSKA ve ark., 1990;
ZABORSKA ve ark., 1991), polisiilfon (POZNIAK ve ark., 1995; KRAJEWSKA ve ark., 1997) ,
etilen vinil alkol kopolimeri (MIYATA ve ark., 1997), epoksiden tiiretilmis
polihidroksietilmetakrilat (pHEMA)(ARICA, 2000) , polietilen-g-akrilik asit (HSIUE ve ark.,
1990), polipropilen (WANG ve ark., 1992), polivinilalkohol-poliakrilik asit (PVA-PAA)(JHA ve
ark., 2008), nylon 6 (EL-SHERIF ve ark., 2001; TEKE ve Baysal, 2007), poliamid (AKGOL ve
ark., 2002), polivinil alkol (REJIKUMAR ve Devi, 1998), karboksimetil seliiloz (DUMITRIU ve
ark., 1989), poliiiretan (CHIA ve Hwang, 1992; HUNAG ve Chen, 1992), polivinilpridin (SUGII
ve ark., 1986), poliakrilamid (SADA ve ark., 1980), poliglisidmetakrilat (MOYNIHAN ve ark.,
1989) ve stiren divinil benzen kopolimerleridir (OGAWA ve ark., 1988).
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Ustiin termal ve mekanik ozelliklerinden dolay1, poliakrilonitril (PAN) ve akrilonitril
kopolimerlerinden {iretilmis olan membranlar da {ireaz immobilizasyonunda kullanilmistir
(GODJEVARGOVA ve Dimov, 1997; YANG ve Lin, 2001; GODJEVARGOVA ve Gabrovska,
2005; 2006; GABROVSKA ve ark., 2007). Yang ve Lin (2001) iireaz1 gluteraldehiti ¢apraz
baglayict ajan olarak kullanarak kovalent bagla PAN membrani iizerine immobilize etmislerdir.
Ureazin immobilize formdaki stabilitesi ve aktivitesinin, ¢Oziiniir haldekine oranla daha yiiksek
oldugunu bulmuslardir. Bunun yanisira, lireaz immobilize edilmis membranin kullanildig:
diyalizoriin lireyi uzaklastirma etkinliginin, enzimsiz membranin kullanildig1 diyalizére gore daha
yliksek oldugunu da belirlemiglerdir. Godjevargova ve Dimov (1997) akrilonitril-metilmetakrilat-
sodyum vinilsiilfonat kopolimerini 2-dimetilaminoetilmetakrilat (DMAEM) ve diakrilamid-2-
metilpropansiilfonik asit (AMPSA) ile modifiye etmisler ve bu modifikasyonun tutunan iire
miktar1, aktif gruplarin miktari, hidrofiliklik derecesi, relatif aktivite, optimum sicaklik ve
membranlarin termal kararliligi lizerine olan etkilerini incelemislerdir. Ayn1 grup, iki ayri
caligmasinda 7 farkli kimyasal modifikasyonun  poli(akrilonitril-metilmetakrilat-sodyum
vinilsiilfonat) membranlarinin iireaz aktivitesi ve transport Ozelliklerine olan etkilerini rapor
etmislerdir (GODJEVARGOVA ve Gabrovska, 2005; 2006). En son yapilan bir caligmada
Gabrovska ve arkadaglar1 (2007), akrilonitril-metilmetakrilat-sodyum vinilsiilfonat kopolimerini
kitosan ¢ozeltisi ile kaplayarak ardindan iireaz enzimini immobilize etmislerdir. Kopolimeri
kitosan ile kaplamanin membranin gézenek boyutunu kiiciilttiigiinii ve dolayisiyla membrandan
gecis hizlarint yavaslattigini bulmuslardir. Kaplama ¢6zeltisinin igindeki kitosan konsantrasyonu
arttikga, membranlarin hidrofilik karakteri ve immobilize olan enzim miktar1 artmus, relatif aktivite
maksimum degere ulastiktan sonra diismeye baslamistir. Enzim aktivitesindeki diisiis, membran
yilizeyinde biriken enzim nedeni ile subtsrat ve {irlinlerin diflizyonuna karg1 daha fazla oranda
direng gosterilmesi ile agiklanmugtir.

Enzimlerin bir ¢apraz baglayici ajan kullanilarak kovalent baglarla ylizeye immobilize
edilmeleri oldukca sik kullanilan bir ydéntemdir. Ote yandan, biyosensér uygulamalarinda destek
iizerine zit yiikli gruplarin, ardindan enzimin  elektrostatik kuvvetlerle immobilizasyonu
denenmistir (ONDA ve ark., 1996; CASELI ve ark., 2006; 2007). Ornegin, Onda ve
arkadaslari(1996) ylizeye 6nce peroksidaz (POD) ve poli(stiren siilfonati) (PSS) adsorplamislar, bu
katmanlarin {izerine polietilenimin (PEI) ve ardindan glukoz oksidaz (GOD) enzimini

tutturmuslardir.  Yapilan ¢alisma bu enzim immobilizasyon tekniginin basitligini ve enzimin
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aktivitesini kaybetmesine engel oldugunu  gostermistir. Caseli ve grubu (2006; 2007) da bu
metodu kullanarak glukoz oksidaz enzimini immobilize etmislerdir. Ancak, bu grubun yaptigi
calismada ara katmanlar1 kitosan (CHI) ve PSS olusturmustur. En yiiksek enzim aktivitesi, enzim
ara katmanlar yerine sadece en iist katmana immobilize edildiginde elde edilmistir (CHI-PSS-CHI-
PSS-CHI-GOD).

Bu caligmada {ireaz enziminin immobilizasyonu i¢in, modifiye edilmis ve edilmemis
siilfonlanmis poliakrilonitril (PAN) membranlart kullanilmistir. Modifiye edilmemis PAN
membrant Hospal Endiistri, Fransa, tarafindan iiretilmistir ve membranin ilk modifikasyonu firma
tarafindan polietilenimin ile kaplanarak yapilmistir (PAN+PEI). Projede her iki membranda kitosan
ile kaplanarak = modifiye edilmistir (PAN+CHI ve PAN+PEI+CHI). Ardindan, iireaz
immobilizasyonu bu dért membran iizerine gergeklestirilmis ve her bir membran tiirliniin {ireazin
katalitik performansi iizerine olan etkisi, optimum pH ve sicaklik oOl¢iimleri, depolama ve
operasyonel stabiliteleri, kinetik parametreleri ve lireyi uzaklastirmadaki etkinlikleri belirlenerek
incelenmistir. Bu amacla hem immobilizasyon deneyleri, hem de dinamik kosullarda ultrafiltrasyon
deneyleri yapilmistir. Enzim immobilize membranlarin ultrafiltasyon isleminin verimliligi {izerine
olan etkisini incelemek amaci ile bir matematik model gelistirilmistir. Model tahminlerinin

dogrulugu deneysel verilerle test edilmistir.
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II. GENEL BIiLGILER

2.1. Polimerler

Projede enzim immobilizasyonu i¢in , agirlikca 91 % akrilonitril ve 9% sodyum methalil
sulfonattan olusan kopolimerden (PAN) hazirlanmis membranlarin yanisira bu membranlarin

polietileniminle (PEI) kaplanarak modifiye edilmis formlar1 (PAN+PEI) kullanilmistir.
Yiizeydeki sulfonat (SO; 2) gruplar1 sayesinde PAN membraninin 1slatma kabiliyeti artirilmistir.
PAN membranmin kanla temas eden ylizeyi, protein adsorpsiyonunu ve buna bagli olarak
olusabilecek istenmeyen reaksiyonlar1 engellemek amaciyla polietilenimin ile kaplanmistir. Her
iki membran Orneginin de iyonik kapasitesi 580 mEq/kg olarak belirlenmistir (THOMAS ve
ark., 2000).

Sekil 2.1°de gortildiigl gibi polietilenimin oldukca yiiksek yiik yogunluguna sahip amin
grubu iceren bir polikatyondur. Tasidig1 pozitif gruplar nedeni ile negatif yiiklii yiizeylere

oldukg¢a saglam baglarla tutunabilme 6zelligine sahiptir.

B,

Sekil 2.1. Polietileniminin kimyasal yapis1
2.2. Enzim

Projede tireaz enzimi kullanilmistir. 480000 g/mole molekiil agirli§ina sahip olan iireaz, sadece iire
iizerinde etkili, pH 4-10 arasinda aktif olan bir enzimdir. Urenin amonyum ve karbondioksite

doniismesini saglar.
(NH,),CO + H,0 — CO, + 2NH; (2.1)

Ureaz enzimi bakteri ve bitkilerde bulunan ve aktif kisimlarinda nikel iceren bir enzimdir.
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2.3. Enzim immobilizasyon yontemleri

Enzim immobilizasyon yontemleri fiziksel ve kimyasal olmak iizere iki grupta toplanir (BAILEY
ve Ollis, 1986). Kimyasal yontemle immobilizasyon saglam kovalent baglart igerirken, fiziksel
immobilizasyonda daha zayif baglarla tutunma s6z konusudur. Kimyasal yontemle
immobilizasyonda ilk adim; yiizeyin silanlama, fonksiyonel gruplarla kaplama, esnek fonksiyonel
gruplarin ilave edilmesi ile modifiye edilmesi yada aktif hale getirilmesidir. Ardindan enzim
yilizeye tutturulur. Bu islemlerin yanisira enzim ylizeye bir ¢apraz baglayici ajan yardimi ile de
immobilize edilebilir. Enzim immobilizasyonu i¢in kullanilan destek malzemesinin yiizey
ozelliklerinin (hidrofilik, hidrofobik karakateri) yanisira, gozeneklilik , g6zenek boyutu gibi y1gin
ozellikleri de immobilize edilen enzim miktarin1 ve enzimin aktivitesini belirleyen faktorlerdir.
Fiziksel immobilizasyonda enzim polimer matrisinin i¢ine hapsedilebilecegi gibi, enzim ¢ozeltisi

substrat ve reaksiyon iirlinlerine kars1 gegirgenligi olan bir membran i¢inde de tutuklanabilir.
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I11. MATERYAL VE METOD
3.1.  Materyaller

Bu ¢alismada, Fransiz firmasi Hospal’dan temin edilen hemodiyaliz uygulamalar1 i¢in
tiretilmis orijinal poliakrilonitril (PAN) ile bir yilizeyi polietilenimin (PEI) ile kaplanmig
poliakrilonitril-polietilenimin (PAN+PEI) ultrafiltrasyon membranlar1 kullanilmistir.  PAN
membrani, akrilonitril ve sodyum metalil sulfonatin kopolimerizasyonuyla iiretilmistir.
Kopolimer icindeki sodyum metalil siilfonatin agirlikca yiizdesi firma tarafindan 9% olarak
ayarlanmustir.

Bu iki membranin modifiye edilmesi i¢in kullanilan kitosan (CHI), Jack bean urease tip
1 (E.C. 3.5.1.3, U1500-20KU, 1.18 G solid, 17000 iinite/G solid) ve protein tespiti i¢in
kullanilan Bradford reagent (B 6916) Sigma-Aldrich’ten temin edilmistir. Bradford (1976)
analiziyle yapilan protein tayini sonucuna gore 1 mg ticari enzim igerisinde 0.0347 mg protein
bulunmugtur. Protein tayininde ve filtrasyon deneylerinde model protein olarak kullanilan sigir
serum albumini (BSA) (minimum 98%, EEC No 232-936-2) Sigma-Aldrich’ten satin alinmistir.
Enzim substrat1 olarak kullanilan {ire Labosi firmasindan temin edilmistir. Tampon ¢d6zeltiler
(NaH,PO4, Na,HPO,) ve asetik asit Fluka’dan temin edilmistir. Biitiin sulu ¢ozeltiler ultra saf

suyla (> 18MQcm) hazirlanmistir.
3.2. Metod

3.2.1. Ureaz aktivitesinin belirlenmesi

Ureaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla enzimin iireden belli kosullarda birim zamanda
olusturdugu amonyum miktar1 dikkate alinmustir. Asagidaki reaksiyonda goriildiigii gibi, iire

ireazin katalitik etkisi sonucu amonyum ve karbon diokside doniismektedir.

H;NCONH, + H,0 > 2NH3+CO,
Amonyum tayininde Weatherburn (1967) tarafindan gelistirilmis olan ve halen en yaygin olarak
kullanilan amonyum tayin metodlarindan birisi olan yontem kullanilmistir. Bu yonteme gore, iki
ayr1 karisim hazirlanmistir.
Karisim A: 5 g fenol (Reactabur >99%) 25 mg sodyum nitroprusside dehidrat (Fluka) ile

karistirilip suyla 500 ml’ye tamamlanmustir.
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Karistm B: 2.5 g sodyum hidroksit anhidrous pelet (Carlo Erba >97%) ile 4.2 ml sodyum
hipoklorit (Riedel, 6-14% Cl aktif) karisim1 suyla 500 ml’ye tamamlanmustir.

Biitiin aktivite O6l¢iim deneylerinde reaksiyon hacmi 5 ml olarak sabit tutulmustur.
Coziiniir enzim aktivite 6l¢iim deneylerinde 0.5 ml enzim ¢ozeltisiyle (liyofilize haldeki ticari
enzimin 0.01M, pH 7.4 Na-fosfat tamponu igerisinde ¢oziindiiriilmesiyle hazirlanmistir) 4.5 ml
0.05 M, pH 7.4 Na fosfat tamponu igerisinde hazirlanmig 10mM {ire ¢ozeltisi karigtirilarak
37°C’de 30 dakika inkiibe edilmislerdir. Reaksiyon sonunda karisima 2.5 ml 2.5%’luk asetik asit
ilave edilerek reaksiyon durdurulmustur. Reaksiyon sonucu olusan amonyum tayini igin,
karisimdan alinan 0.02 ml’lik 6rnek once 5 ml karisim A igeren ¢ozeltiyle karigtirllmig daha
sonra 5 ml karistm B ilave edilerek tekrar karistirilip 37°C’de 20 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda érneklerin absorbansi Uvikon 923 Double Beam UV/VIS spektrofotometre
kullanilarak 625 nm’de tespit edilmislerdir. Olgiimler ii¢ paralel olarak yiiriitiilmiis ve enzim
aktivitesi 30l¢limiin ortalamasindan hesaplanmistir. Reaksiyon sonucu olugan amonyum
miktarin1 belirlemede kullanilan kalibrasyon egrisinin hazirlanmasinda amonyum siilfat
(NH4),SO4 kullanilmigtir. Enzim aktivitesi pmol amonyum/dakika/ml enzim ekstrakti olarak
hesaplanmustir.

Immobilize enzim aktivite Sl¢iimlerinde, enzim immobilize edilmis membranlar (1x2
cm?) 37 °C’e getirilmis Sml iire ¢ozeltisine (0.05 M, pH 7.4 Na fosfat tamponu icerisinde 50mM
olarak hazirlanmistir) daldirilip karistirildiktan sonra 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmislerdir.
Bu asamadan sonra ¢ozeltilerin igerisindeki amonyum konsantrasyonu ¢oziiniir iireaz aktivitesi
belirleme yonteminde belirtildigi gibi 6lgiilmiis ve pmol amonyum/dakika/cm® olarak

hesaplanmustir.

3.2.2. Protein miktarmin belirlenmesi

Cozeltideki protein miktar1 Bradford yontemine gore (BRADFORD, 1976) Sigma (St. Louis,
Mo., USA)’dan temin edilmis hazir Bradford ¢ozeltisi kullanilarak tayin edilmistir. Standard
kalibrasyon egrileri sigir serum albumini kullanilarak elde edilmistir. Protein miktari ii¢ 6l¢iimiin

ortalamasi1 kullanilarak hesaplanmstir.
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3.2.3. Membranlarin kitosan ile modifiye edilmesi

Kitosan ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 1g kitosan 1L deiyonize suda ¢6ziilmiis, ¢6zeltinin pH’s1 0.1
M HCI kullanilarak 5’e ayarlanmis ve sabit karistirma hizinda oda kosullarinda 1 giin boyunca
karistirilmistir. Homojen hale gelen ¢ozelti siiziilerek icindeki ¢oziinmeden kalan safsizliklar
uzaklastirilmistir. Ardindan, 6x6 cm?® boyutlarindaki membranlar 50 ml kitosan ¢ozeltisi i¢ine
daldirilmis ve ¢ozeltide yarim saat siire ile bekletilmislerdir. Bu siirenin sonunda membranlar
ylizeyine tutunmayan kitosani uzaklastirabilmek amaci ile yarim saat boyunca 50 ml deiyonize su

ile yitkanmiglardir. Kitosanla kaplama membranlarin kalinliklarinda degisime yol agmamustir.

3.2.4. Ureaz immobilizasyonu

6x6 cm’ alana sahip membran &rnekleri, pH’s1 7.4’e ayarlanmis 20 ml 0.01 M fosfat tampon
icinde ¢Ozlindiiriilmiis enzim ¢ozeltisi i¢ine daldirilarak immobilizasyon baslatilmistir. Cozelti 4
°C sabit sicaklikta stirekli karistirilmis, membranlar 24 saatin sonunda ¢ozeltiden g¢ikarilarak
immobilizasyon islemi tamamlanmistir. Belirli zaman araliklarinda ¢ozeltiden 6rnek alinarak,
konsantrasyon degisiminden ylizeye tutunan iireaz miktar1 6l¢iilmiistiir. Bunun i¢in 0.1ml 6rnek
1 ml Bradford reaktif ajani ile karigtirildiktan sonra 10 dakika karanlikta inkiibe edilerek renk
degisiminden kaynaklanan absorpsiyon 595 nm dalga boyunda tespit edilmistir. Kalibrasyon
egrisi i¢in 0.01M, pH 7.4 fosfat tamponu i¢inde hazirlanmis iireaz kullanilmistir (Sekil 3.1). 24
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Sekil 3.1. Membranlarda baglanan iireaz miktarmin Bradford protein tayiniyle belirlenmesi

amaciyla kullanilmis standart dogru.
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saat sonunda membranlar enzim ¢ozeltisinden alinip zayif baglarla tutunmus ¢oziinlir enzimin
uzaklastirilmasi amaciyla 15 ml deiyonize su ile 15 dakika yikanmiglardir. Yikama suyuna gecen
lireaz miktar1 protein tayini ile belirlenmis, bu miktar immobilizasyon sonunda absorplanan iireaz
miktarindan ¢ikartilarak membranin 1 cm*’sine tutunan immobilize enzim miktar1 belirlenmistir.

Elde edilen membranlar kisa siire i¢in kullanilana kadar su igerisinde 4°C’de depolanmislardir.

3.2.5. Ureaz immobilize edilmis membranlarin depolama stabilitelerinin belirlenmesi

Ureazin immobilize formda stabilitesini belirlemek igin membran pargaciklart deiyonize su
icinde 4 °C’de depolanmuslardir. Farkli depolama siirelerinin sonunda her bir membrana ait ¢
parca sudan ¢ikartilip kalint1 iireaz aktiviteleri 6l¢iilmiistiir. Ureaz aktivitesi 3.2.1 nolu kisimda
aciklandig1 sekilde tayin edilmistir. Diisiik enzim konsantrasyonlarinda olgiilebilen amonyum

miktarini artirabilmek icin reaksiyon karisiminin inkiibasyon siiresi 45 dakikaya ¢ikartilmistir.

3.2.6. Ureaz immobilize edilmis membranlarin kinetik 6zelliklerinin karakterize edilmesi

Karakterizasyon calismalar1 standard reaksiyon karisimlari kullanilarak pH 7.4’de ve 37 °C’de
yapilmistir. Bu caligmalar 3 farkli membran parcasit kullanilarak tekrarlanmis, sonuclar 3
olclimiin ortalamasi1 olarak verilmistir. Ure konsantrasyonu 1 mM ile 100 mM arasinda
degistirilerek immobilize lireaz aktiviteleri dl¢iilmiis, bu verilerden enzimin kinetik parametreleri
Kin ve Vimax degerleri elde edilmistir. Sicaklik 10 ile 60 °C arasinda, reaksiyon karisiminin pH’s1
ise 5 ile 9 arasinda degistirilerek sicaklik ve pH’nin immobilize enzim aktivitesi iizerindeki

etkileri incelenmistir.

3.2.7. Ultrafiltrasyon deneyleri

Su ile yapilan filtrasyon deneylerinde toplam hacmi 10 ml ve aktif yiizey alami 4.1 cm®
olan dead-end karistirmali modiill (Model 8010, Millipore Corp. Bedford, MA), Na-fosfat
tamponu ile yapilan filtrasyon ¢aligsmalarinda ise toplam hacmi 50 ml ve aktif yiizey alan1 13.4
cm’® olan modiil kullanilmustir. Besleme kismimin basinci azot gazi ile sabitlenmistir ve biitiin
deneyler sabit basingta yapilmistir. Membran yiizeyinde konsantrasyon polarizasyonunu
engellemek amaciyla besleme ¢ozeltisi sabit karistirma hizinda (300 rpm) karistirilmistir. Degisik

basin¢larda membrandan gecen ¢ozeltinin (permeate) zamana karsi agirhigindaki degisim analitik
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bir terazi (Sartorius) vasitasiyla Olgiilmiistiir. Biitiin deneyler oda kosullarinda, 23+2°C’de
yapilmistir.

Suyun ¢oziicii olarak kullanildig: filtrasyon deneylerinde membranlar oncelikle yiiksek
basinca maruz birakilarak (2 bar) kompakt edilmis ve 5 g rnek toplanana kadar gecen siire tespit
edilmistir. Membranlarin yiizeyinde olusan kirliligin ve membranlarin katalitik aktivitelerinin
filtrasyon sartlarindan ne oranda etkilendigini belirlemek amaciyla ayn1t membranla, ayni basing
farki uygulanarak once 50 mg/ml iire ¢ozeltisi, daha sonra 25 mg/ml iire ve 0.5 mg/ml BSA
cozeltisi ve ligiincli asamada yine 50 mg/ml tire ¢ozeltisi kullanilarak gegis deneyleri yapilmigtir.
Herbir deneyin sonunda modiil i¢inde kalan ¢ozelti bosaltilip yeni ¢ozelti eklendikten sonra
basing istenen degere ayarlanarak deneylere devam edilmistir. Basing ayarlamasi yapildiktan
sonra sabit akis elde edebilmek i¢in 10 dakika beklenmis ve bu siirenin sonunda membrandan
gecen (filtrate) ¢ozelti toplanmaya baslanmigtir. BSA konsantrasyonunun filtrasyon
performansina etkisini gorebilmek i¢in konsantrasyonu 0.5 mg/ml’den 5 mg/ml’ye artirilmig ve
aym1 metod tekrarlanmistir. Yukardaki protokol 4 farkli basingta (0.2, 0.5, 1 ve 1.5 bar)
tekrarlanmustir.

Na-fosfat tamponu ile yapilan filtrasyon deneylerinde besleme c¢ozeltisindeki tampon
konsantrasyonu 22 mM’a, pH ise 7’ye ayarlanmistir. Deneyler oncesinde her bir membran,
tampon kullanilarak 30 dakika siire ile 2 kez 2 bar basinca maruz birakilmig ve membranin
tampon ¢ozeltisine kars1 gosterdigi hidrolik gegirgenlik degerleri belirlenmistir. Ardindan, sabit
basingta (0.5, 1 ve 1.5 bar) besleme ¢ozeltisindeki iire konsantrasyonu 1 mM ile 10 mM arasinda
degistirilerek  deneyler yapilmigtir. Tim membranlar i¢in 50 dakika filtrasyonun sonunda
membranin iist (retentate) ve alt (permeate) bodlmesinde kalan iire miktarlar1 tayin edilmistir.
Ureaz immobilize membranlarm kullanildig1 durumlarda her 10 dakikanin sonunda altta biriken

toplama (permeate) ¢ozeltisinden 100 pl 6rnek alinarak amonyum miktari belirlenmistir.
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4. MATEMATIK MODEL

4.1. Filtrasyon deneylerinin teorik analizi

Membran ayirma islemlerinin performansini etkileyen en onemli faktorlerden birisi membran
yiizeyinde veya membranin i¢indeki gozeneklerde (pore) olusan protein kirliligidir. Literatiirde
filtrasyon ile ilgili deneysel verilerin analizinde genellikle klasik gozenek tikaniklilig1 (classical
pore blocking), gbzenek daralmasi (pore constriction) ve kek filtrasyon modelleri kullanilmigtir
(HO ve Zydney, 2000). Bu modellerin tiimii i¢in kullanilan denklemler ortak bir formda
asagidaki sekilde ifade edilebilir.

d’t dr '
=kl = 4.1
dv? (de @1

Yukardaki denklemde, t zamani, V toplam filtre edilen hacmi ve J = ALOCZ—I: hacimsel akisi1 ifade
etmektedir. Denklemdeki n’nin sayisal degeri filtrasyon modelini tanimlamaktadir. Buna gore,
n=0 kek filtrasyonu, n=1 ara tikaniklik (intermediate blocking), n=3/2 gézenek daralmasi ve n=2
gozeneklerin tamamen bloke edilmesi (complete pore blocking) modellerini ifade etmektedir. Bu
modeller deneysel verileri tahmin etmede kismen basarisiz kalmiglardir. Deneysel veriler protein
kaynakli kirlilik mekanizmasimnin goézenek tikanikliligindan kek olusumuna dogru bir gegis
yaptigin1 gostermistir. Bu caligsmada, filtrasyon verileri HO ve Zydney (2000) tarafindan
gelistrilen matematiksel model araciligiyla analizlenmistir. Model, goézenek tikanmalarindan
kaynaklanan baglangigtaki kirlenmeyle, daha sonraki, ttkanmis bdlgelerde biriken protein kekinin
biiylimesinden kaynaklanan kirliligi hesaba katmaktadir. Bu modele gore protein ile kirlenmis bir
membrandan gegen hacimsel akinin ve biriken protein tabakasinin direncinin zamana gore

degisimleri 4.2 ve 4.3 numarali denklemklerle ifade edilmistir.

0=0,|exp| - aAPC, t|+ R, x| 1—exp| — aAPC, t (4.2)
2fR'APC,

R =\R +R 1+ t—R 4.3

)4 ( m y4\l )\/ luiRm +Rp0 }2 m ( )

Denklem 4.2 ve 4.3’deki sembollerin anlami1 agagida siralanmistir.

Q Hacimsel akis hizi, m’/ saniye
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Qo Temiz membrandaki hacimsel akis hizi, m3/saniye

a Gozenek tikaniklilik parametresi, m*/kg

AP Transmembran basinci, N/m?

Gy Membranin maruz kaldig1 ¢ozeltideki protein konsantrasyonu, g/L

7 Cozeltinin viskozitesi , kg/m.saniye

R Temiz membranin direnci, m’

R, Biriken protein tabakasmin direnci, m™

Ry Baslangicta biriken protein tabakasinin direnci, m’
R’ Spesifik protein tabakasinin direnci, m/kg

f' Biriken protein tabakasinin biiylimesine katkida bulunan toplam proteinin kesirsel miktari

Bu parametrelerden ii¢li o, R, , f' ve R'’m carpimi f' R' deneysel olarak zamana karsi

Olciilen hacimsel akis degerleri ile denklem 4.2°den elde edilen teorik degerler arasindaki fark

minimize edilerek hesaplanmislardir.

4.2. Enzim immobilize edilmis membranlarin kullanildigr ultrafiltrasyon

islemine ait matematik model
4.2.1 Model varsayimlari

Sekil 4.1’de matematik modelin gelistirilmesinde kullanilan ultrafiltrasyon isleminin
sematik gorlntiisii verilmektedir. L kalinligindaki bir membranin her iki ylizeyine de Le
kalinliginda enzim tabakasi immobilize edilmistir. Hem besleme, hem de membrandan gegerek
toplanan ¢ozelti karistirilmakla birlikte membran ylizeyine yakin kisimlarda konsantrasyon
polarizasyonu olusabilmektedir ve bu olusum matematik model de dikkate alinmistir. Membran
boyunca basing farki uygulanarak cozeltideki substratin hem difiizyon hem de konveksiyon
mekanizmalari ile membran ve enzim tabakalarindan gegisi saglanmaktadir.

4.2.2 numarali kisimda verilen matematik model denklemlerinin tiiretilmesinde kullanilan
varsayimlar su sekildedir.
1. Membran ve enzim tabakalarinin kalinliklar1 diger boyutlarina gore cok kiigiik

oldugundan kiitle transferi sadece kalinlik yoniinde (z yonii) gergeklesir.
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2. Membran ve enzim tabakalar1 oldukca ince oldugundan bu katmanlarda kararli (steady
state) kosullara ¢ok kisa stlirede ulasilir. Diger bir deyimle, substratin membran ve enzim
tabakalar1 boyunca konsantrasyonu, zamandan bagimsiz olarak sadece kalinlik boyunca
degisim gosterir.

3. Besleme (feed solution) ve toplama (permeate) c¢ozeltileri iyi karistirildigindan bu
¢Ozeltilerde substratin konsantrasyonu sadece zamana bagli olarak degisir.

4. Enzim kiiresel bir sekle sahiptir ve ylizeye immobilize edildiginde gozenekli jel seklinde

bir katman olusturur.

5. Enzimatik reaksiyon membranin dig yiizeylerinde bulunan enzim katmanlari iginde
gerceklesir.
6. Enzimatik reaksiyon sonucu (substratin enzim tarafindan iiriine dontstiiriildiigi

reaksiyon) olusan triinler reaksiyon hizini etkilemez.
7. Ultrafiltrasyon islemi boyunca enzimin aktivitesinde herhangi bir degisim olmaz.
8. Substratin  hem enzim tabakasi, hem de membran icindeki difiizyon katsayisi

konsantrasyona bagli olarak degisim gostermez.

"-'_H_\_\_‘_‘—‘—\—._._\_,_,.,-'-"
: e m—' 01
J_H_\_\_'_‘—‘—\—._\_\_,_,.,-'-"'
£ o T — £ o
oo [ =
E 2 e "”_‘“““-———*"% 2 e
25 | if Qio—.mgsy ii | if
SR I+ Q2 Omm f €30 28| el
kA ) - = Ea LA o
i
fR— =26
| e ||
fﬁ_\_\_'_‘—‘—\—._._\_,_,.,-'-"'
.:-'—"‘—\—\_,_\_\_\_\_\_\_—_ﬂ_'__ c
2]
998 )
z=10 a b C d E E
Sekil 4.1. Enzim immobilize edilmis membranlarin kullanildig1 ultrafiltrasyon isleminin

sematik gosterimi
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4.2.2. Model denklemleri

Ultrafiltrasyon isleminin baslangicinda hacmi ¥, olan ve i¢inde C, konsantrasyonununda substrat
iceren besleme ¢ozeltisi ultrafiltrasyon hiicresinin iist kismina ilave edilir. Membran boyunca
uygulanan basing farki ile birlikte substrat enzim tabakasi ve membrandan gegerek toplama
coOzeltisinde toplanir. Substratin besleme ve toplama c¢ozeltileri i¢indeki konsantrasyonunun

zamana gore degisimi 4.4 ve 4.5 numarali denklemlerle ifade edilir.

%(Cfo ) - _ka(Cf -/ ) (4.4)
d .
E(CPVP )=k, 4(cr-c,) (4.5)

Bu denklemlerde Cyve C, substratin besleme ve toplama ¢ozeltileri igindeki konsantrasyonunu,

Vrve V, besleme ve toplama ¢ozeltilerinin hacimlerini, kr ve k, substratin besleme ve toplama
cozeltileri igindeki kiitle transfer katsayisimi, 4 ultrafiltrasyon hiicresinin alammi, C/  ve C?
substratin  enzim/besleme  ¢ozeltisi ve enzim/toplama ¢ozeltisi ara ylizeylerindeki
konsantrasyonunu ifade etmektedir. Bu konsantrasyonlar ile substratin enzim tabakalar1 i¢cindeki
konsantrasyonlar1 lineer bir denge iliskisi oldugu (¢ : Denge katasayisi) kabul edilerek 4.6 ve 4.7
numaral1 denklemlerle iliskilendirilebilir.

C,|.., =¢.C/ (4.6)

¢’ =4¢.C,

z=e (47)

Substrat enzim tabakasi boyunca hem difiizyon, hem de konveksiyon mekanizmalari ile
tasinmaktadir. Substratin enzim tabakasi boyunca konsantrasyonundaki degisim asagidaki

denklem ile ifade edilir.

d (k,C.J )—i[geKdeDe dce]w =0 (4.8)
Iz dz

ce e v

dz

Bu denklemde gecen K.. ve K, konveksiyon ve difiizyon ile ilgili engellenme (hindrance)

faktorlerini, J, membrandan gegen c¢ozeltinin hacimsel akis hizini, &€, enzim tabakasinin

gozenekliligini, D, substratin enzim tabakasit i¢indeki diflizyon katsayisini, r ise enzimatik
reaksiyonun hizinmi ifade etmektedir. Modelde reaksiyon hizi Michaelis Menten denklemi

kullanilarak asagidaki sekilde ifade edilmistir.
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r= —Vm‘”‘ C, 4.9)
K, +C,

Denklem 4.9°da goriilen V., enzimatik reaksiyonun ulagabilecegi maksimum hizi ifade ederken ,
K, maksimum reaksiyon hizinin yarisina ulagmak i¢in gerekli olan substrat konsantrasyonunu
gosterir. Membrandan gegen ¢dzeltinin hacimsel akisi, J,, membranin hidrolik ge¢irgenligi, L,, ve
membran boyunca uygulanan basing farki , 4P, kullanilarak asagidaki denklemle ifade edilir.

J,=L,AP (4.10)

Substratin membran boyunca olan tasinimi da hem difiizyon, hem de konveksiyon mekanizmasi
ile gerceklesmektedir. Substratin membran boyunca konsantrasyonundaki degisim 4.11 numarali

denklem ile hesaplanmistir (OPONG ve ZYDNEY, 1991).

i(1<cmC'm‘]v)_i ngdem dcm = O (411)
dz dz dz

Denklem 4.11°de K., ve Kz, konveksiyon ve difiizyon ile ilgili engellenme faktorlerini, &,

enzim tabakasinin gozenekliligini, D,, substratin enzim tabakasi i¢indeki diflizyon katsayisini,
C,, ise substratin enzim tabakasi i¢indeki konsantrasyonunu gostermektedir.

4.8, 4.9, 410 ve 4.11 numarali denklemlerin ¢6ziimii i¢in gerekli olan sinir kosullar1 asagida
verilmektedir.

z=b Besleme cozeltisi/enzim tabakas1 arayiizevi :

Nbesleme — Nenzim (4 1 2)

substsrat substrat
Denklem 4.12 birim zamanda besleme c¢o6zeltisinden enzim tabakasina aktarilan substrat
miktarinin enzim tabakasi boyunca aktarilan miktarla esit oldugunu ifade etmektedir. Denklem

4.12 subtsratin konsantrasyonu ve transport parametreleri cinsinden asagidaki sekilde yeniden

yazilabilir.
d d dC
k\C,-c/)=—(K . CJ ) _ -——|eK,D —<| _ 4.13
f( f e) dZ( ce e v]z—b dZ( e rde e dZ jz—b ( )
z=c Enzim takabasi/membran arayiizevi :
Noma = Nt (4.14)

(4.15)

z=c

z=c dZ cm m

i([<ceCe"]v z=c _i geKdeDeﬂ
dz dz dz

:i(K C Jv z=c _i ngdem&
dz dz
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z=d Membran/enzim takabasi arayiizevi :

Nmembran — Nenzim (4 1 6)

substrat substrat

. (4.17)

ce —e” v

di(K C,J Xz:d _j (ngdem dcm)

oA cm m- v _Z dZ

d d dC
u=—\K_,CJ )..,—| K, D,—=
z=d dZ( 127(/ dZ( e rde e dZ j

z=e¢ Enzim takabasi/toplama cizeltisi arayiizevi :

Nenzim — Ntoplama (4 1 8)

substrat substrat

z=e

i(l(cecve"]v ) z=e i(geKdeDe ﬁj
dz dz dz

k lcr-c,) (4.19)
Besleme c¢ozeltisi/enzim ve enzim/toplama ¢ozeltisi arayiizeylerinde oldugu gibi, diger tiim
araylizeylerdeki konsantrasyonlarda lineer bir denge iliskisi kullanilarak birbiriyle asagidaki

denklemler vasitasiyla iligkilendirilmistir.

Cm

z=C = ¢mC€

z=d = ¢mcm

(4.20)

C.,

d (4.21)

4.2.3. Model denklemlerinin ¢6ziimii

Bir onceki kisimda verilen matematik model denklemleri reaksiyon kinetiginin nonlineer olmasi
nedeniyle nonlineer bir dogaya sahiptir ve birlikte ¢6ziim gerektirmektedir. Matematik modelin
¢Oziimii i¢in denklemler oncelikle sonlu farklar yontemi (finite difference) kullanilarak
diferansiyel denklemden algebrik denklemlere doniistiiriilmiistiir. Ardindan, birbirinin igine
ge¢mis nonlineer denklemlerin ¢oziimii Levenberg Marquard metodu ile elde edilmistir (PRESS
ve ark., 1992). Niimerik ¢0ziimiin optimizasyonu zaman (At) ve adim araliklarimi (Az)

degistirerek saglanmistir.
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V. BULGULAR VE TARTISMA

5.1. Na-fosfat tampon konsantrasyonunun iireaz aktivitesine etkisi

Enzim iceren tamponlarda aktiviteyi etkileyen en 6nemli faktorler tamponun iyonik giicii ve pH
degeridir. Ozellikle pH degeri bir yandan enzimin aktif bolgesindeki reaktif gruplarin protone-
deprotone olmasimi etkilerken, diger yandan da enzimin yiik dagilimim1 ve bunun sonucunda
olusan i¢ ve dis itme-¢cekme kuvvetlerini etkilemektedir. Bu etkilesimler sonucunda enzimin aktif
bolgesinin pozisyonu degisebilmekte ve substratla olan etkilesiminin kolay veya zor olmasina
bagli olarak aktivite etkilenmektedir. Ortamin iyonik giicii ise iyonik etkilesimlerin ve H
baglarinin giiciinii etkilemekte ve bu durum enzimin konformasyonunu ve/veya polimerize-
depolimerize olma veya ¢o6ziiniirliik durumunu degistirmektedir. Buna gore icerecegi amino asit
yan zincirlerinin niteliklerine (proton alma verme ve yiikk durumu) gore bir enzimin pH
degisiminden farkli sekilde etkilenecegi acgiktir. Diger yandan bir enzimin aktivitesi olgiiliirken
kullanilan tamponlar, o enzimce olusturulacak iiriinleri de etkileyebilmektedir. Ornegin, sitrat ve
tris’in tampon olarak kullanildigi durumlarda iireaz tarafindan hidrolize edilen {irenin agiga
cikaracag lriinler amonyum ve karbamatken; Na-fosfat tamponu kullanildiginda amonyum ve
karbondioksit agiga ¢ikmaktadir (JESPERSEN, 1975). Olusacak bu iirlinlerin enzim aktivitesini
degisik sekilde etkilemesi miimkiindiir. Nitekim 6zellikle yiiksek substrat ve tampon
konsantrasyonlarinda bu etkilerin olusmasi olasilig1r daha da artmaktadir. Sekil 5.1°de, farkli Na-
fosfat tampon konsantrasyonlarinda pH 6.0’da oOlgiilmiis iireaz aktivitesinin substrat
konsantrasyonuna gore degisimi goriilmektedir. Bu sekilden de anlasilacagi iizere substrat
konsantrasyonu arttik¢a aktivite artmakta, buna karsin Na-fosfat tampon konsantrasyonu arttikca
aktivite diismektedir. En yiiksek aktiviteler benzer sonuglar vermis olan 0.01 ve 0.02 M Na-fosfat
tamponu kullanildigi zaman olusmakta, 0.05 M tampon kullanildig1 zamansa aktivite
degerlerinde bir miktar diisiis gézlenmektedir. Bu tampon konsantrasyonu iizerinde ise aktivitede
kayda deger diistisler yasanmaktadir. Bilindigi gibi tampon kullannminin temel amaci aktivite
dlgiimlerinin miimkiin oldugunca sabit pH degerlerinde gergeklestirilmesidir. Ureaz enzimi
aktivitesi sonucunda alkali {iriinler ireten bir enzim olup, dl¢lim sirasinda pH degerinde bir artis
meydana getirmektedir. Bu durumun Onlenmesi amaciyla ortamda uygun bir tamponun yine
uygun bir konsantrasyonda kullanilmasi gerekmektedir. Aksi taktirde ortam pH degeri cogu

enzimin aktivitesinin azaldigr alkali ortama dogru kayabilmektedir. Sekil 5.2°de aktivite
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Olctimlerinin 30. dakikasi sonunda farkli reaksiyon karisimlarinin pH degerlerini gosteren egriler
de verilmistir. Buna gore oOzellikle yliksek aktivite Olclilen durumlarda pH degisimlerinin de
dogal olarak yiliksek oldugu anlasilmaktadir. Tampon giicli artirildikca pH degisimi de
azalmaktadir. Ancak, bu durumun enzim aktivitesinde diisiis yarattigi da unutulmamalidir.
Tampon konsantrasyonunun artmasiyla enzim aktivitesinde goriilen diisiisiin nedeni, ortamin
iyon giicliniin artmastyla iliskili olabilecegi gibi, tamponun kendisinin veya enzimin olusturdugu

iriinlerle meydana getirdigi metabolitlerin inhibisyon etkisiyle de aciklanabilir.
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Sekil 5.1. Ureaz aktivitesi 6lgiimii sirasinda Na-fosfat tamponu ve iire konsantrasyonunun

aktivite lizerindeki etkisi. Semboller; (¢) 0.01 M, (H) 0.02 M, (A) 0.05 M, (o)
0.08 M, (+) 0.1 M, (>k)0.15 M tampon konsantrasyonunu gostermektedir.

Literatiirde Na-fosfat tamponunun iireaz iizerinde 6zellikle yiiksek konsantrasyonda kullanildigi
zaman inhibe edici bir etkisi oldugu iddia edilmektedir (KRAJEWSKA ve Zaborska, 1999).
Ancak, bu tampon, sdzkonusu enzimle ilgili ¢alismalarda en yaygin olarak kullanilan bir tampon
olup, elde edilen verilerin literatiirdekilerle kiyaslanmasi agisindan kullanilmast uygun
goriilmektedir. Elde edilen sonuglara gore ¢oziinilir enzimle gerceklestirilen aktivite dl¢iimlerinde

tampon konsantrasyonunun pH degisiminin miimkiin oldugunca siirlanmasi agisindan 0.02 M
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tizerinde olmasi gerekmektedir. Bu durumda, substrat konsantrasyonunun da 0.05 M ve altinda

tutulmasiyla pH degisimlerinin 30 dakika sonunda 1 birimden az gergeklestigi goriilmektedir.
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Sekil 5.2. Ureaz aktivitesi dl¢iimii sirasinda Na-fosfat tamponu ve iire konsantrasyonunun

reaksiyon karigimi pH’s1 tizerindeki etkisi. Semboller; (¢) 0.01 M, (H) 0.02 M,
(A) 0.05 M, () 0.08 M, (+) 0.1 M, () 0.15 M tampon konsantrasyonunu

gostermektedir.

Sekil 5.3’de 0.05 M, pH 6.0 Na-fosfat tamponu ve 0.01M iire bulunan ortamda enzimin zamana
gbére amonyum olusturmasina bagl olarak tayin edildigi yontem sirasinda olusturdugu absorbans
degerleri verilmistir. Elde edilen bu sonuca gore enzim aktivitesi 6l¢iimii sirasinda reaksiyonun
30 dakikalik boliimiiniin dogrusal bir hizda gelistigi ve 30 dakikalik test siiresinin sabit test siiresi
olarak kullanilmasmin aktivite Glgiimiinde herhangi bir hataya neden olmadigi agiktir. Esas
olarak daha o6nceden tarafimizdan yiiriitiilen ¢aligmalarda aktivite 6l¢climii sirasinda lineritenin 45
dakika ve iizerinde bile devam ettigi ve bu siirenin de aktivite dl¢limiinde kullanilabilecegi de

belirlenmisti.

33



0.2

y = 0.0056x $
0.15 | R* = 0.9694
[72]
C
3
5 0.1 -
3
< ¢
0.05 -
4
0 T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
Sire (dakika)
Sekil 5.3. Reaksiyon boyunca olusan amonyum konsantrasyonunun degisimi

5.2. Ureaz immobilizasyon cahsmalar

5.2.1. Ureazin PAN ve PAN+PEI membranlarina immobilizasyonu

Immobilizasyon kosullarinin optimize edilebilmesi icin PAN ve PAN+PEI membranlar1 degisik
konsantrasyonlarda iireaz ¢dzeltisinin i¢ine daldirilmislardir. Sekil 5.4a’dan 5.4d’ye kadar
membranlara tutunan iireaz miktarinin zamana gére degisimi goriilmektedir. Immobilizasyonun
gerceklestigi pH olan 7.4’te isoelektrik noktasi 4.9 (pI=4.9) olan lireaz daha c¢ok negatif yiike
sahiptir. Bu pH degerinde enzimin amino asitlerinin 13 %’l yliksek pKa degerine sahiptir,
dolayisiyla enzim aym zamanda pozitif yiike de sahiptir (Milton ve Taylor, 1969). Ureaz
enziminin, pKa degeri 9.4 ile 10.6 arasinda olan g-amino gruplarina sahip hemen hemen 39 lisin
kalintis1 icerdigi rapor edilmistir (Milton ve Taylor, 1969; Fennema, 1996). Boylece,
immobilizasyon kosullarinda tireaz hem negatif yiikli PAN, hem de pozitif yiiklii PEI (NH;
grubunun pKa degeri > 8) ylizeylerine tutunmustur. PAN ve PAN+PEI membranlar1 benzer
adsorpsiyon 6zellikleri gostermistir. Her iki tip membran i¢in de {ireaz adsorpsiyonunun 6nemli
bir kism1 3 ile 6. saatler arasinda gergeklesmistir. Ardindan adsorpsiyon yavaslamis ve denge

degerlerine ulagilmistir. Sekil 5.5’den goriilecegi gibi enzim ¢ozeltisinin konsantrasyonunun 35
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pg/ml’den 69 pg/ml’ye artirilmasi ile her iki membrana da tutunan enzim miktarinda benzer

oranda artig olmustur. Enzim konsantrasyonunun 69 pg/ml’den
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Sekil 5.4. PAN ve PAN+PEI membranlarinda immobilize {ireaz miktarinin siireye gore

degisimi. Immobilizasyon  deneyinde  kullanilan  ¢ozeltilerdeki  iireaz
konsantrasyonlart: (a) 0.0347 mg/ml; (b) 0.0521 mg/ml; (¢) 0.0694 mg/ml; (d)

0.1388 mg/ml.

139 pg/ml’ye artirilmasi sonucu, PAN membranina tutunan iireaz miktarinda herhangi bir
degisiklik olmazken, PAN+PEI membranina tutunan miktarda az da olsa bir diisiis gdzlenmistir.

Literatiirde buna benzer bir sonu¢ immobilize enzim miktar ile aktivite arasinda gozlenmistir (
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GODJEVARGOVA ve Dimov, 1997; GABROVSKA ve ark., 2007). Arastirmacilar bunun

nedenini yiiksek enzim konsantrasyonlarinda enzimin membran yiizeyinde ¢okelmesi

—_
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Sekil 5.5. PAN ve PAN+PEI membranlarina immobilize olan iireazin adsorpsiyon izotermi

(aggregation) ve bunun sonucu substratin enzimin aktif kisimlarina kolaylikla ulasamamasi ile
aciklamiglardir.  Sekil 5.5°de gozlemlenen, PEI kapli membran yilizeyine tutunan enzim
miktarindaki azalma da, yiiksek enzim konsantrasyonunda enzimin yiizeyde ¢okelti olusturmasi
sonucu enzim membran etkilesiminin azalmasi ve yikama esnasinda enzimin kolayca desorbe
olmasi ile acgiklanabilir. Sekil 5.5’de elde edilen sonucglara dayanilarak, tiim immobilizasyon
caligmalar1 i¢in enzim konsantrasyonunun 69 pg/ml olmasima karar verilmistir. Bu enzim
konsantrasyonunda PAN+PEI membranina tutunan miktar PAN membranina tutunana gore biraz
daha az olmakla birlikte, gosterdigi enzim aktivitesi PAN membraninkine kiyasla 2 kat daha
yiiksektir (Tablo 5.1). Bu sonug, enzimin dallanmis yapida bir polielektrolit olan PEI yiizeyine
daha c¢ok aktif kismi serbest kalacak sekilde tutunmus olmasi ve substratin enzimin aktif

kisimlarina daha fazla oranda ulasma olasilig1 ile aciklanabilir.
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Tablo 5.1. Farkli membranlar iizerine dengeye ulasildiginda adsorplanan iireaz miktarlar1 ve

aktiviteleri
Adsorplanan miktar Aktivite Spesifik Aktivite
Membran pglem? pmol/dak.cm? pmol/dak.mg enzim
PAN 11.57 £0.99 0.10 £ 0.0084 8.64
PAN+CHI 11.09 +1.33 0.14 + 0.0088 12.62
PAN+PEI 10.43 +£1.81 0.21 £0.0223 20.13
PAN+PEI+CHI 12.95+1.06 0.32+0.0192 24.71

5.2.2. Ureazin Kkitosanla kaplanmis PAN (PAN+CHI) ve PAN+PEI (PAN+PEI+CHI)

membranlarina immobilizasyonu

Kitosanla kaplanmis PAN ve PAN+PEI membranlan iizerine ilireaz immobilizasyonu da pH

7.4’de ve 69 ng/ml iireaz konsantrasyonu kullanilarak gergeklestirilmistir. Sekil 5.6’da bu
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Sekil 5.6. PAN+CHI ve PAN+PEI+CHI membranlarinda immobilize iircaz miktarinin

stireye gore degisimi.
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membranlara tutunan tireaz miktarinin zamana gore degisimi goriilmektedir. Tablo 5.1°de her iki
membrana da tutunan maksimum {iireaz miktar1 ve iireaz aktiviteleri verilmektedir. Kitosanla
kaplama sonucu PAN membranina tutunan iireaz miktarinda herhangi bir degisim olmazken,
aktivitesinde 1.5 kat artis gozlenmistir. Bu durum bir kez daha, iireaz ilizerinde yeterli sayida
negatif ve pozitif ylikli gruplarin varligini, dolayisiyla iireazin hem negatif, hem de pozitif yiiklii
membran yiizeylerine tutunabildigini, ancak pozitif yliklii olan kitosan yiizeyi iizerine daha 1yi
bir pozisyonla tutundugunu kanitlamistir. PAN+PEI membraninin kitosanla kaplanmasi sonucu
ylizeye tutunan iireaz miktarinda 1.2 kat, enzim aktivitesinde ise 1.5 kat oraninda artig
kaydedilmistir.  Pozitif yiikli olan PAN+PEI membraninin kitosan ¢dzeltisine daldirilmasi
sonucu, PEI polielektrolitinin bir kisminin kitosanla yer degistirme olasilig1 vardir. Bu degisimin
gerceklestigi  kitosanla modifiye edilmis PAN+PEI membraninin {ireaz adsorplama
kapasitesindeki az miktarda artistan anlagilmaktadir. PAN+PEI+CHI membranmnin hem
adsorpsiyon kapasitesindeki, hem de aktivitesindeki artis, membran yiizey alaninin artmasi ve

substratin enzimin aktif kisimlarina daha kolay ulasabilmesi ile ac¢iklanabilir.

5.3. Serbest ve immobilize iireazin kinetik parametrelerinin belirlenmesi

Serbest ve immobilize iireazin aktivitesi ile substrat konsantrasyonu arasindaki iligki denklem
4.9°da verilen Michealis Menten denklemi ile ifade edilmistir. Bu denklemin tersi alinip 1/7’ye
kars1 1/C. grafigi ¢izdirilerek, elde edilen dogrunun y eksenini kestigi noktadan V,,,, , dogrunun
egiminden de K, degeri elde edilmis ve sonucglar Tablo 5.2°de gosterilmistir. Enzimin substrata
kars1 ilgisini (affinity) gosteren V,.,/K, oraninin hem PAN, hem de PAN+PEI membraninin
kitosanla kaplanmas1 sonucu arttig1 gozlenmistir. Sekil 5.7°de membranlarin deneysel olarak
Ol¢iilmiis reaksiyon hizlarinin substrat konsantrasyonuna gore degisimi goriilmektedir. Deneysel
verilerle model tahminlerinin arasindaki farkin olduk¢a az olmasi, {irenin iireaz tarafindan
pargalanma  kinetiginin Michaelis Menten denklemi tarafindan tanimlanabilecegini

gostermektedir.
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Sekil 5.7. Ureaz  immobilize edilmis membranlarin  reaksiyon hizlarimm  iire

konsantrasyonuna gore degisimi.

Sekil 5.7’deki sonuclar ve Tablo 5.2°deki V,,,, degerleri dikkate alindiginda membranlarin iireye
kars1 gosterdikleri katalitik aktiviteleri biiylikten kii¢iige dogru asagidaki sekilde siralanmaktadir.
PAN+PEI+CHI>PAN+PEI>PAN+CHI>PAN. Diisiik iire konsantrasyonlarinda membranlarin
tireyi doniistiirme hizlart birbirine yakin iken, daha yiiksek konsantrasyonlarda PAN+PEI ve
PAN+PEI+CHI membranlarinin daha iyi bir katalitik performans sergiledigi gozlenmistir.
Sonuglar, PEIl’in kitosana kiyasla PAN membraninin katalitik aktivitesini artirmada daha etkin
bir polielektrolit oldugunu gdstermektedir. Bu durum, iireazin dalli yapiya sahip PEI {izerine
lineer yapiya sahip kitosana gore daha iyi bir konformasyonla (aktif kisimlar1 daha fazla oranda
serbest kalacak sekilde) tutunduguna isaret etmektedir. PAN+PEI membraninin aktivitesinin ve
Vimaxr degerinin kitosanla kaplanmasi sonucu artmasi, bu membrana kitosan tutundugunu bir kez

daha kanitlamaktadir.
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Tablo 5.2. Farkli membranlar iizerine immobilize edilmis iireazin kinetik parametreleri

Kinetik parametre PAN PAN+PEI PAN+CHI PAN+PEI+CHI
Vinax (umol/dak.cm?) 0.1135 0.2399 0.1507 0.3559
Km (pmol/ml) 8.8051 9.5135 5.4368 5.4127
Vinax/Km (1/dak) 0.0129 0.0252 0.0277 0.0658

5.4. Serbest ve immobilize iireazin optimum pH ve sicaklik degerlerinin
belirlenmesi

Sekil 5.8’de verilen pH-aktivite profilleri, lireaz enziminin immobilize edilmesi sonucu katalitik
performansinin asidik ile notral bolge arasinda arttigini  gdstermektedir. PAN+PEI+CHI
membrani iizerine immobilize edilen iireazin diger membranlara kiyasla pH 5 ile 7 arasinda

optimum aktivitesinin 60%’1n1 koruyabildigi goriilmektedir.
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Sekil 5.8. Serbest ve immobilize edilmis edilmis iireaz aktivitelerinin pH’ya goére degisimi.
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pH 6 degerinde PAN iizerine immobilize edilen iireazin performansi daha iyi olmakla birlikte, pH
5 ile 7 araliginda bu membran ve diger iki membran (PAN+CHI, PAN+PEI) iizerine immobilize
edilen iireazin performanslar1 arasinda 6nemli bir fark gozlenmemistir. pH’in 7’den biiyiik
oldugu bolgede en iyi katalitik performansi ¢oziiniir enzim gostermistir. Bu bolgede PAN+PEI
ve PAN+CHI ile PAN ve PAN+PEI+CHI membranlarinin % aktiviteleri benzerdir. PAN+PEI
membraninin optimum pH degeri 7.4 olarak belirlenirken , ¢oziiniir iireaz, PAN, PAN+CHI ve
PAN+PEI+CHI membranlarinin optimum pH degerleri 7 olarak bulunmustur.

Sekil 5.9’da enzimin sicakliga gore aktivitesindeki degisim goriilmektedir. Sonuglar, 30 °C’nin
altinda enzimin immobilize edilmesi sonucu aktivitesinde ¢oziiniir enzime gore azalma oldugunu

gostermektedir. Ancak, 60 °C’de serbest enzim optimum aktivitesinin 20%’sine diiserken, dort
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Sekil 5.9. Serbest ve immobilize edilmis iireaz aktivitelerinin sicaklia gore degisimi.

membran iizerine de immobilize edilen enzim optimum aktivitesinin 95%’ini koruyabilmektedir.
Sonuglar, 30 °C’nin {istiinde enzimin immobilize edilmesi sonucu sicaklifa kars1 daha direngli
hale geldigini gostermektedir. Coziiniir lireazin ve PAN+CHI iizerine immobilize edilmis

tircazin optimum sicakliklart 30 °C, PAN membranina immobilize edilmis tireazinki 37 °C,
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PAN+PEI ve PAN+PEI+CHI’na immobilize edilmis iireazin optimum sicakliklar1 ise 50 ve 60

°C olarak belirlenmistir.

5.5. Immobilize iireazin depolama stabilitesinin belirlenmesi

Coziinlir enzim ve farkli membranlara immobilize edilmis ireazin 4 °C’de deiyonize suda
depolanmasi esnasinda, zamanla aktivitesindeki degisim Sekil 5.10°da verilmektedir. PAN
membrani lizerine immobilize edilmis iireazin baslangictaki aktivitesinin 75 %’ini ilk giiniin
%95’ini ise 5. gilinlin sonunda kaybetmesi enzimin bu membran iizerinde stabil bir

konfigiirasyonda yerlesmedigini gostermektedir. Buna karsin, PAN+CHI {izerine immobilize
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Sekil 5.10. Ureaz immobilize edilmis membranlarin depolama stabiliteleri

edilmig {ireaz 6 giiniin sonunda aktivitesinin 50%’sini koruyabilmistir. Bu sonug, PAN
membraninin kitosanla modifiye edilmesinin iireazin stabilitesini artirmada etkin oldugunu
vurgulamaktadir. PAN+PEI ve PAN+PEI+CHI iizerine immobilize edilmis iireazin stabilitesi
depolama siiresince benzer bir davranis sergilemistir. Bu membranlara immobilize edilmis
tireazin aktivitesi 10 giiniin sonunda 50 % oraninda azalmistir. PAN membraninin modifikasyonu

i¢cin, PEI’in kitosana kiyasla iireazin depolama esnasindaki aktivitesini koruyabilmesi agisindan
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daha etkin bir polielektrolit oldugu goriilmektedir. Sekil 5.10°da goriilen ilging bir sonug, ilk iki
hafta icinde ¢Oziinlir enzimin baslangi¢ aktivitesini immobilize iireaza gére daha fazla oranda

korumasidir. Ancak, 21 giiniin sonunda aktivitesi PAN+PEI, PAN+CHI ve PAN+PEI+CHI

lizerine immobilize edilmis iireaz ile ayni seviyelere diigmiistiir.

5.6. Immobilize iireazin operasyonel stabilitesinin belirlenmesi

Operasyonel stabilite tanimi literatiirde pek yaygin olarak kullanilmayan bir tanim olup, bu
calismada enzimin immobilize formda depolanmasi sirasinda farkli zamanlarda bir¢ok kez
aktivitesinin 6l¢iilmesi deneyinin tanimlanmasi amactyla kullanilmistir. Aktivite 6lglimlerinde
depolama stabilitesinin aksine hep ayni membran tekrar tekrar kullanildigi i¢in bu tiir bir deney
tiretilmis olan bir membranin depolanarak yeniden kullanilabilme yetenegini gostermektedir. Bir
enzimin bu tiir bir deney sonunda aktivitesini az kaybetmesi veya kaybetmemesi onun kendi
stabilitesi, membrana immobilize olma derecesi ve yerlesim sekliyle iliskilidir. Operasyonel
stabilite caligmasinin gergeklestirilebilmesi amaciyla her filmden iki adet hazirlanmis ve 4
°C’deki destile su igerisinde depolanarak belirli zamanlarda filmlerin aktiviteleri belirlenmistir.
Aktivitenin her belirlenmesinden sonra filmer {izerlerindeki substrat ve iriin kalintilarinin
uzaklagtirilmasi amaciyla 10 ml destile suyla yikanmig ve depolama deneyine devam edilmistir.
Depolamada kullanilan destile suyun zaman igerisinde filmden gegecek aktivite Slgiimiinden
kalan kalintilarla kirlenmesini 6nlemek amaciyla her aktivite dl¢limiinden sonra ayrica depolama
suyu da yenilenmistir. Sekil 5.11°den de goriildiigii tizere PAN+PEI+CHI filmler en yiiksek
operasyonel stabiliteyi gostermektedir. Buna gore kitosanla kaplanmis PAN+PEI membranlara
immobilizasyon ger¢eklestirme depolama stabilitesini kismen azaltsa da (Sekil 5.10) kullanim
acisindan biiyiik 6nem tagiyan operasyonel stabiliteyi artirmaktadir. Diger yandan PAN membran
ve PAN+PEI membranlarin 5 kez kullanildiktan sonra 20 giiniin {izerinde depolanmasi
sonucunda aktivitede kayda deger bir kayba ugradigi da goriilmektedir. PAN+PEI+CHI
membranlarda ise ciddi aktivite kayiplart 6. kullanimdan sonra ve 30 giiniin iizerindeki

depolamalarda goriilmektedir.
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Sekil 5.11.  Ureaz immobilize edilmis membranlarin operasyonel stabiliteleri; (&) PAN+CHI;
() PAN+PEI; (L1) PAN+PEI+CHI.

5.7. Filtrasyon deneyleri

Ultrafiltrasyon deneyleri oncelikle ¢oziicii olarak su kullanilarak, ardindan Na-fosfat tamponu

kullanilarak yapilmistir. Elde edilen sonuglar agagida verilmektedir.

5.7.1. Su gecirgenligi caliymalari

Ultrafiltrasyon deneyleri dncesi membranlar iki kez yiiksek basinca maruz birakilmis, her iki
deneyden elde edilen aki (flux) degerlerinin birbirine esit veya ¢ok yakin oldugu kosulda
membranin kararli hale geldigine karar verilip deneylere baslanmistir. Her bir gecis deneyi 5
gram ¢dzelti toplanincaya kadar siirdiiriilmiistiir. Zamana kars1 ¢ozeltinin hacmindeki degisim
grafiginin egiminden hacimsel debi hesaplanmistir. Membrandan gegen ¢ozeltinin hacimsel akisi
(J,) 1le membran boyunca uygulanan basing farki (AP ) arasindaki iliski asagidaki matematiksel
ifade ile tammmlanmastir.

J,=L AP (5.1)

Bu ifade de gecen L, membranin hidrolik gecirgenligini ifade etmektedir. Gegirgenlik
deneylerinde immobilizasyon deneyleri sonucuna gore aktivitesi yiiksek olan ve bu aktiviteyi
uzun siire koruyabilen membranlar kullanilmistir. Sekil 5.12°de membranlarin hacimsel

akilarinin transmembran basincina gore degisimi goriilmektedir.
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Sekil 5.12.  Ureaz immobilize edilmis ve edilmemis membranlardan birim

zamanda gecen su miktarinin basinca gore degisimi

Her bir deneysel data lineer bir dogru ile modellenmis ve 5.1 numarali denklem kullanilarak bu
dogrularin egiminden membranlarin hidrolik gegirgenlikleri hesaplanmistir ve bu degerler Sekil
5.13’de verilmektedir. Membranlarin su gecirgenligi biiylikten kiiclige dogru asagidaki sekilde
bulunmustur: PAN+PEI > PAN+PEI+iireaz > PAN+CHI+iircaz > PAN. PAN+PEI membraninin
su gecirgenligi lireaz immobilizasyonu sonucu azalmistir. Bunun sebebi membran yiizeyinde
olusan ince enzim tabakasinin su akisina karsi gosterdigi direngtir. PAN membraninin su
gecirgenligi PAN+PEI membranina gore daha diisiiktiir. PAN membranin hidrofobik yapist su
gecisi esnasinda yiizey gerilmesinden dolay1 su gegisini kisitlar ve gecisin yavaglamasina neden

olur.
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Sekil 5.13. Ureaz immobilize edilmis ve edilmemis membranlarin hidrolik gegirgenlikleri

5.7.2. Membran kirliligi calismalar

Enzim immobilizasyonunun membranin protein ile kirlenme diizeyi iizerine olan etkisini
incelemek amaci ile ayn1 membran kullanilarak ard arda ii¢ ge¢is deneyi yapilmistir. 1) Besleme
¢ozeltisi:Ure 2) Besleme c¢ozeltisi:Ure+tBSA 3) Besleme c¢ozeltisi:Ure.  Sekil 5.14 PAN
membrant kullanilarak elde edilen deney sonuglarini gostermektedir. Sekilden de goriildiigi gibi
iire ¢ozeltisinin temiz PAN membranindan gecen hacimsel akisi transmembran basinci arttikca
dogrusal bir sekilde artmaktadir. Ancak BSA igeren iire ¢ozeltisinin ve BSA ile kirlenmis
membrandan gecen lire ¢dozeltisinin hacimsel akilarinin transmembran basinci ile artist
dogrusalliktan sapmaktadir. Bu durum BSA’ya maruz kalan PAN membranmin kirlendigini
gostermektedir. Literatiirde yer alan pek ¢ok ¢alisma hidrofobik membranlardaki protein kirlilik
diizeyinin hidrofilik membranlara gére daha fazla oldugunu gdstermektedir (SUN ve ark., 2003).
Sekil 5.15 ve 5.16, PAN membraninin PEI ve kitosan gibi katyonik polimerlerle modifiye
edilmesi, ardindan iireaz ile immobilize edilmesi sonucu, bu membranlardan gecen hacimsel
akida BSA’dan kaynaklanan bir azalma olmadigini gostermektedir. Ureaz enziminin izoelektrik
noktas1 5’tir ve pH 7.4’de eksi yiikke sahiptir. Ayni ylike sahip BSA molekiilleri {ireaz
immobilizasyonu sayesinde negatif yiike sahip olan membran ylizeyine elektrostatik itim giicli

nedeniyle yaklagamamakta , boylece membranin BSA adsorplama kapasitesi azalmaktadir.
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Sekil 5.14.  Ure ¢ozeltisinin ve iire+BSA ¢dzeltisinin temiz ve kirli PAN membranindan akis

hizlariin basinca gore degismi
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Sekil 5.15.  Ure ve iire+BSA ¢ozeltilerinin temiz ve kirli PAN+PEI+iireaz membranindan akis

hizlariin basinca gore degisimi. BSA konsantrasyonu 50 mg/dl’dir.
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Sekil 5.16.  Ure ve iire+BSA c¢ozeltilerinin temiz ve kirli PAN+CHI+iireaz membranindan

akis hizlarinin basinca gore degisimi. BSA konsantrasyonu 50 mg/dl’dir.

Bunun sonucu ard arda kullanilan membranin filtrasyon performansinda kirlilige bagli bir
degisme olmamaktadir. Protein konsantrasyonunun membranlarin performansina olan etkisini
incelemek amaciyla besleme ¢ozeltisindeki BSA konsantrasyonu 50 mg/dl’den 500 mg/dl’ye
cikarilmistir. Sekil 5.17°de iireaz immobilize edilmis ve edilmemis PAN-+PEI membranlarinin
0.5 bar transmembran basincinda farkli BSA konsantrasyonlarindaki iire ¢ozeltilerine karsi

gosterdigi hidrolik gecirgenlikleri kiyaslanmaktadir.
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Sekil 5.17.  Temiz ve kirletilmis membranlarin iire ¢ozeltisine karsi gosterdikleri hidrolik

gecirgenliklerinin karsilagtirilmasi

Sonuglar membranlarin iire ¢ozeltisi gegirgenliklerinin besleme ¢6zeltine BSA ilave edilmesi
sonucu azaldigim1  gostermektedir. Ancak BSA’ya maruz kalan iireaz immobilize edilmis
membranlar tekrar kullanildiginda iire gecirgenlikleri temiz membranlarinki ile ayni diizeyde
kalmaktadir. Bu sonug, iireaz immobilize edilmis membran ylizeylerine BSA’ nin ¢ok daha zayif
kuvvetlerle tutundugunu ve kolaylikla membran ylizeyinden uzaklasarak kalici bir kirlilige yol
agmadigim gostermektedir. Ureaz immobilize edilmis membranlarda olusan kirliligin besleme
cozeltisindeki BSA konsantrasyonu 10 kat artirildiginda bile kalici olmadigi, temiz ve iki kez
kullanilmis membranlarin ~ gegirgenliklerinin ayn1 seviyede kalmasindan net olarak

anlasilmaktadir.

5.7.3. Katalitik aktivite calismalar:

Filtrasyon deneylerinde kullanilan iireaz immobilize edilmis PAN+PEI membraninin deney
sonunda aktivitesi 0.0803 pmole/cm”.dakika, deneyde kullamlmamis orijinal PAN+PEI
membraninin iireaz aktivitesi ise 0.0805 pmole/cm?”.dakika olarak Sl¢iilmiistiir. Filtrasyon deneyi
sonunda besleme ¢ozeltisi ve membrandan gecerek toplanan ¢ozelti icerisinde olusan toplam

amonyum miktar1 belirlenmis ve bu degerler Sekil 5.18’de verilmistir. Ozellikle diisiik
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basinglarda (0.2 bar) PAN-+PEI membrani1 uzun siireli iire ve BSA ¢ozeltilerine maruz birakilmis
fakat Sekil 5.18’den de goziikecegi gibi bu durum membranin aktivitesini etkilememistir. 0.2
barda yapilan filtrasyon deneyinde iire gec¢isi 2 saat siirmiis, aynt membran 2 saat boyunca
lire+tBSA ve sonra yine 2 saat daha iire ¢dzeltisine maruz kalmigtir. 6 saat sonunda membran
aktivitesinde bir degisiklik olmamustir. 0.5 barda yapilan deneylerde de ard arda ti¢ kez kullanilan
membranin katalitik aktivitesinde bir degisim olmamustir. Bu sonug, iireaz enziminin
ultrafiltrasyon kosullarinda  aktivitesini  koruyabildigini  goéstermistir.  Sekil  5.18’den
transmembran basinci arttiginda membranin amonyum olusturma hizinin da arttif

goriilmektedir.

@ Ure ¢ozeltisi (temiz membran) @ Ure+HSA ¢ozeltisi O Ure ¢ozeltisi (HSA ile kirletimis membran)

Amonyum olusum hizi mol/dakika)

0.2 bar 0.5 bar

Transmembran basing (bar)

Sekil 5.18.  Temiz ve kirletilmis PAN+PEI+iireaz membraninin katalitik aktivitesinin basinca

gore degisimi. BSA konsantrasyonu 500 mg/dl’dir.

PAN+PEI membraninin aksine, Tablo 5.3’de verilen sonuglar iire ¢ozeltisi i¢erisinde bulunan

BSA’nin PAN+CHI membraninin katalitik aktivitesini azalttigini1 gdstermektedir.
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Tablo 5.3. Basincin temiz ve kirli PAN+CHI membraninin katalitik performansi {izerine olan

etkisi. BSA konsantrasyonu 50 mg/dl’dir.

Amonyum
olusum hiz1 | Transmembran
Besleme ¢6zeltisi (umol/dakika ) basimci (bar)
Ure ¢ozeltisi
(Temiz membran) 0.147 0.5
Ure+BSA ¢ozeltisi 0.119 0.5
Ure ¢ozeltisi
(Temiz membran) 0.173 1
Ure+BSA cozeltisi 0.12 1

Bu sonucun proteinin membran yiizeyine tutunmus olan {ireaz enziminin aktif kisimlarint bloke
etmis olmasindan yada enzimin konformasyon degistirmis olabileceginden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Membran boyunca uygulanan transmembran basincinin artmasi membranlarin
katalitik aktivitelerinin artmasina neden olmustur. Bu artisin basing altinda enzimin

konformasyon degistirmesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir.

5.7.4. Na-Fosfat tamponu ile yapilan filtrasyon ¢calismalar

Sekil 5.19°dan 5.23’e kadar PAN, PAN+CHI, PAN+PEI, PAN+CHI+iireaz ve PAN-+PEI+iireaz
membranlarindan gegen lire ¢oOzeltisinin hacimsel akilarinin membran boyunca uygulanan
transmembran basincina gore olan degisimi goriilmektedir. Sonuglar, besleme ¢ozeltisi i¢indeki
iire miktarinin membranin gecirgenligini etkilemedigini, hacimsel aki ile basing¢ arasinda lineer
bir iligki oldugunu gostermektedir. Sekil 5.24’de denklem 5.1’den hesaplanan, membranlarin iire

cozeltisi gecirgenlik degerlerinin {ire konsantrasyonuna gore olan degisimi goriilmektedir.
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Sekil 5.19.
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Na-fosfat tamponu i¢indeki ¢oziinen iire ¢dzeltisinin PAN+CHI membranindan

akis hizinin basinca gore degisimi
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Sekil 5.21.  Na-fosfat tamponu ig¢indeki ¢oziinen iire ¢ozeltisinin PAN+PEI membranindan
akis hizinin basinca gore degisimi
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Sekil 5.22.  Na-fosfat tamponu ig¢indeki ¢oziinen iire c¢ozeltisinin PAN+CHI+Hireaz

membranindan akis hizinin basinca gore degisimi
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Sekil 5.23.  Na-fosfat tamponu ig¢indeki ¢Oziinen iire ¢6zeltisinin  PAN-+PEI+iireaz

membranindan akis hizinin basinca gore degisimi
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Sekil 5.24. Membranlarin iire ¢ozeltisine kars1 gosterdikleri hidrolik gecirgenliklerinin iire

konsantrasyonuna gore degisimi

PAN+PEI ve PAN+CHI membranlarina iireaz immobilize edilmesi sonucu gecirgenlik

degerlerinde 6nemli bir degisim olmamistir. PAN membraninin gegirgenligi digerlerine kiyasla
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daha yiiksek goriinmekle birlikte, sonug tekrarlamay1 gerektirmektedir. Tekrar deneyi hem
PAN membraninin kararli hale gelmesi i¢in bekleme siiresini artirmak , boylece yiiksek basing
altinda ayn1 gegirgenlik degerlerini elde etmek, hem de hacimsel aki ile basing arasindaki
lineeriteyi artirmak i¢in gereklidir.

Ultrafiltrasyon isleminin sonunda besleme c¢ozeltisinden uzaklastirilan {ire miktari

asagidaki formiilden hesaplanmistir.

c,V,-CV,
S T 100 (5.2)

% uzaklastirilan tire miktari=

c,v,
Bu denklemde C; C,, V; ve V, ultrafiltrasyon isleminin basinda ve sonundaki {ire
konsantrasyonunu ve c¢ozelti hacimlerini ifade etmektedir. Sekil 5.25a ve 5.25b’de {ireaz
immobilize edilmemis ve edilmis membranlarin 1 ve 1.5 bar basing altinda 1 saatin sonunda

uzaklastirdiklar toplam {ire miktarinin degisimi gortilmektedir.

100

[

[~

N *

s —e— PAN 1 bar
E S —=— PAN-CHI 1 bar
g - T = PAN-PEI 1 bar
g 40 | PAN 1.5 bar

é” —%— PAN-CHI 1.5 bar
g 20 - —e— PAN-PEI 1.5 bar
-

N

O T T

0 25 5 7.5 10 12.5
Ure Kons antrasyonu (mM)

Sekil 5.25a. PAN, PAN+PEI ve PAN+CHI membranlarinin 1 saatin sonunda uzaklastirdiklar

toplam tire miktari.
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Sekil 5.25b.  Ureaz immobilize edilmis PAN+PEI ve PAN+CHI membranlarinin 1 saatin

sonunda uzaklagtirdiklari toplam iire miktari.

Ureaz immobilize edilmemis membranlar arasinda en iyi performanst PAN membrani gosterirken
ardindan PAN+PEI ve PAN+CHI membranlar1 gelmektedir. Sekil 5.25b’den iireaz immobilize
edilmis membranlar arasinda, PAN+PEI membraninin iire uzaklagtirmadaki etkinliginin
PAN+CHI membranina gore 6zellikle 1.5 bar basing altinda daha iyi oldugu goériilmektedir.
Ureaz immobilizasyonu sonucu her iki membranin da iire uzaklastirma etkinlikleri 1 bar basing
altinda daha fazla oranda artmaktadir. Bunun yanisira, her iki basing seviyesinde de PAN+CHI
membraninin {lireyi uzaklastirmadaki etkinligi PAN+PEI membranina gore daha fazla oranda
artig gostermistir.

Sekil 5.26’dan 5.29’a kadar tireaz immobilize edilmis PAN+PEI membrani kullanidiginda
toplama ¢ozeltisi i¢inde Olclilen amonyum miktarinin zamana gore degisimi verilmektedir. Her
basing seviyesinde olusan amonyum miktarinin zamanla yaklagik lineer oranda arttig
gozlenmistir. Bu sonug, PAN+PEI membranimnin katalitik aktivitesinde 6nemli oranda azalma
olmadigin1 gostermektedir. Tiim iire konsantrasyon seviyelerinde membranin 1.5 bar basingtaki
katalitik etkinligi 0.5 bara gore daha yiiksek olarak belirlenmistir. Bununla birlikte 2.5 mM ve

SmM iire konsantrasyonlarinda membranin 1 bardaki katalitik aktivitesi 0.5 bara gore daha diisiik
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olarak belirlenmistir. Bu sonug, enzimin Kkinetik parametrelerinin  konformasyonundaki

degisimden dolay1 basingtan etkilendigini gostermektedir.

Toplama GCozeltisindeki

Sekil 5.26.

Sekil 5.27.

Toplama Gozeltisindeki
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Ureaz immobilize edilmis PAN+PEI membraninda iirenin parcalanmasi sonucu
olusan ve toplama ¢ozeltisinde biriken amonyum miktarinin zamana gore

degisimi. Besleme ¢ozeltisindeki iire konsantrasyonu 1 mM’dir.
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Ureaz immobilize edilmis PAN+PEI membraninda iirenin parcalanmasi sonucu
olusan ve toplama ¢ozeltisinde biriken amonyum miktarinin zamana gore

degisimi. Besleme ¢ozeltisindeki iire konsantrasyonu 2.5 mM’dir.
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Toplama GCozeltisindeki

Sekil 5.28.

Toplama Gozeltisindeki

Sekil 5.29.
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Ureaz immobilize edilmis PAN+PEI membraninda iirenin pargalanmasi sonucu
olusan ve toplama ¢ozeltisinde biriken amonyum miktarinin zamana gore

degisimi. Besleme ¢ozeltisindeki iire konsantrasyonu 5 mM’dir.

200
— @ 0.5 bar
2 160 | o1 bar
= m 1.5 bar
g 120 -
=
=
E 80-
=]
>
S
2 40
<

0 4

10 20 30 40 50

Siire (dakika)

Ureaz immobilize edilmis PAN+PEI membraninda iirenin pargalanmasi sonucu
olusan ve toplama ¢ozeltisinde biriken amonyum miktarinin zamana gore

degisimi. Besleme ¢ozeltisindeki iire konsantrasyonu 10 mM’dur.
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Sekil 5.30°da PAN+PEI+ireaz membranlarinin ultrafiltrasyon igleminin sonunda olgiilen %

kalint1 (immobilize) aktiviteleri goriilmektedir. En yiiksek kalint1 aktivite 1.5 bar basing altinda
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2 60

S 40

X
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0

0.5 1 1.5
Basing (bar)

Sekil 5.30. PAN+PEI membranlarinin ultrafiltrasyon isleminin sonunda o6l¢iilen kalinti

aktivitelerinin basinca gore degisimi

kullanilan membranda oOl¢lilmiistiir. Bu sonug, basincin 0.5 bardan 1.5 bara artmasiyla enzimin
konformasyonunu, dolayisiyla aktivitesini daha iyi koruyabildigini gdstermektedir. Ayni
zamanda, 1.5 barda 0Ol¢iilen amonyum seviyelerinin 0.5 ve 1 barda dlgiilen degerlere goére neden
daha yiiksek oldugunu da agiklamaktadir.

PAN+CHI membranimin katalitik performanst Sekil 5.31 ile Sekil 5.34 arasinda
goriilmektedir. PAN-+PEI membranina benzer sekilde, bu membraninda tim {ire
konsantrasyonlarinda 1.5 bardaki katalitik aktivitesi 0.5 bara gore daha yiiksektir. Ancak, 1 mM
ve 2.5 mM iire konsantrasyonlarinda 0.5 barda dlgiilen amonyum seviyesi 1 barda olgiilene gore
daha yiiksektir. Bu sonug, PAN-+CHI iizerine immobilize edilen iireazin aktivitesinin de

basingtan etkilendigini gostermektedir.
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Sekil 5.31. Ureaz immobilize edilmis PAN+CHI membraninda iirenin par¢alanmasi sonucu

olusan ve toplama ¢oOzeltisinde biriken amonyum miktarinin zamana gore

degisimi. Besleme ¢ozeltisindeki iire konsantrasyonu 1 mM’dir.
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Sekil 5.32.  Ureaz immobilize edilmis PAN+CHI membraninda iirenin pargalanmasi sonucu
olusan ve toplama ¢ozeltisinde biriken amonyum miktarinin zamana gore

degisimi. Besleme ¢6zeltisindeki iire konsantrasyonu 2.5 mM’dir.
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Sekil 5.33.  Ureaz immobilize edilmis PAN+CHI membraninda iirenin parcalanmasi sonucu
olusan ve toplama ¢ozeltisinde biriken amonyum miktarinin zamana gore
degisimi. Besleme ¢ozeltisindeki iire konsantrasyonu 5 mM’dir.
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Sekil 5.34. Ureaz immobilize edilmis PAN+CHI membraninda iirenin pargalanmasi sonucu

olusan ve toplama ¢ozeltisinde biriken amonyum miktarinin zamana gore

degisimi. Besleme ¢ozeltisindeki iire konsantrasyonu 10 mM’dir.
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5.8. Matematik Model Sonuclari

5.8.1. Filtrasyon deneylerinin teorik analizi

Gegis deneylerinde kullanilan membranlar arasinda hidrofobik yapiya sahip olan PAN
membraninin performansinin protein kirliliginden etkilendigi tespit edilmistir. Bu nedenle bu
membrana ait 0.5, 1.0, ve 1.5 bar transmembran basinglarinda 0.5 g/LL BSA konsantrasyonunda
elde edilen deneysel veriler 4.1 numarali kisimda verilen 4.2 numarali denklem kullanilarak
analiz edilmistir. Sekil 5.35’den de goriildiigli gibi 0.5 bar transmembran basincinda 50 dakikanin
sonucunda akis hizinda bir degisiklik olmazken 1.0 ve 1.5 bar transmembran basinglarinda akis
hizinda oOzellikle deneyin baslangicinda belli bir azalma goriilmektedir. Bu durum, yiiksek
transmembran basinglarinda kirliligin diisiik basinglara gore akis hizim1 daha cok etkiledigini
gostermektedir. Model denklemlerden {iretilen verilerin deneysel verilerle Ortiismesi modelin

kullanilabilirligini gostermektedir.
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L' b =S draiegirdrirdegdeiede, 2 bar

AN Hy an
e 1 bar

N
()]
I

Hacimsel akis hizix10° (m®/saniye)
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1.5 %% Transmembran basinci=0.5 bar
.
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Sekil 5.35. Transmembran basincinin PAN membranindan filtre edilen iire+BSA ¢ozeltisinin

akis hizina etkisi
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Deneysel verilerle model denklemlerinin arasindaki farkin minimize edilmesi sonucu elde edilen
model parametreleri Tablo 5.4’de verilmektedir. Bu parametrelerden o membranin
gbozeneklerinin tikanma hizim1 ifade etmektedir. Sonuglar, transmembran basinct arttikca
membranin gézeneklerinin tikanma hizinin azaldigin1 gostermektedir. Model parametrelerinden

R,, Dbaslangicta membran yiizeyinde olusan protein tabakasinin direncini gosterirken, f' R’
protein tabakasinin direncinin zamana gore artisin1 ifade etmektedir. Beklenildigi gibi
transmembran basinci arttikca hem baslangigta olusan protein tabakasinin direnci, hem de protein

tabakasinin direncinin zamanla artis hiz1 artmaktadir.

Tablo 5.4. PAN membranina ait filtrasyon deney sonuglarinin (4.2) numarali denklemle
analiz edilmesi sonucu elde edilen model parametreleri
Parametre AP =0.5 bar AP =1 bar AP =1.5 bar
o 4 0.5 0.4
R, (m™") 1.99x10" 2.1x10° 4.59x10°
/'R (m/kg) | 1x10” 1x10° 1x107

Sekil 5.36’da PAN membran yiizeyine tutunan BSA’nin direncinin transmembran basinci ile
arttig1 ancak zamanla degismedigi goriilmektedir. Bu sonug, proteinlerin deneyin baslangicinda
membranin yiizeyini kapladigint ancak bu protein tabakasinin iizerine daha fazla protein
tutunmadigim gostermektedir. Temiz PAN membrani kullanilarak BSA igermeyen iire ¢ozeltisi
ile yapilan filtrasyon deneylerinin analizi sonucu transmembran basincin 0.5 bardan 1.5 bara
¢ikartilmast sonucu membramin gosterdigi direncin 1.15x10° m™'den 2.07 x10° m™ degerine
yiikseldigi goriilmiistir. Bu sonuglar ~ Tablo 5.4 ve Sekil 5.36’da verilen degerlerle
birlestirildiginde, 0.5 bar transmembran basincinda membran yiizeyinde biriken protein

tabakasinin direncinin  toplam direncin 17 %’sini olusturdugu hesaplanmistir. Bu oran

transmembran basincin 1.5 bara ¢ikartilmasi ile 17 %’den 22 %’ye yiikselmistir.
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Sekil 5.36.  Protein tabakasinin direncinin zamana gore degisimi

5.8.2. Enzim immobilize membranlarin kullanildig1 ultrafiltrasyon isleminin modellenmesi
4.2.2 numarali kisimlarda detaylar1 verilen ultrafiltrasyon modeli ii¢ farkli amacla kullanilabilir.
1) Ultrafiltrasyon islemi esnasinda ayarlanabilen parametrelerin 2) Membranin yapisal
ozelliklerinin  3) Farkli enzim immobilizasyon islemlerinin ultrafiltrasyon isleminin
performansina olan etkilerini incelemek i¢in . Matematik modelin bu kapasitelerini gostermek
amactyla 8 farkli durum icin simulasyonlar yapilmistir. Tiim simulasyonlarda referans olarak
kullanilan parametreler Tablo 5.5°de verilmistir.  Incelenen 8 parametreden her birinin
ultrafiltrasyon isleminin performansina olan etkisi 1 saatin sonunda besleme c¢ozeltisinden
uzaklastirilan iire miktar1 baz alinarak degerlendirilmistir. Yalnizca basing farkina bagl olarak
rapor edilen iire uzaklastirma hizlar1 (%) yarim saatin sonundaki degerlerdir. Bu degerler 5.3

numarali denklem ile hesaplanarak Tablo 5.6’da rapor edilmistir.
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Tablo 5.5.

Simulasyonlarda referans olarak kullanilan parametrelerin listesi

Parametre Parametrenin
degeri

Besleme  ¢ozeltisinin  kiitle | 0.148

transfer katsayis1 [cm/saniye]

Membran boyunca uygulanan | 1

basing farki [bar]

Urenin besleme ¢ozeltisindeki | 0.00005

baslangic konsantrasyonu

[mol/cm’]

Membranin kalinlig1 [cm] 25x10™

Membranin gézenekliligi 0.8

Membranin gézenek ¢ap1 [nm] | 3.56

Maksimum enzimatik reaksiyon | 4.8

hiz1, Vimax [mmole/cm’.sn]

Enzim tabakasiin kalinlig 1.31x107

[cm]

Urenin membranin gdzenekleri | 1.81 x 10”

i¢indeki diflizyon katsayisi

[cm?/sec]

Urenin  enzim  tabakasmin | 1.81 x 107

gozenekleri igindeki diflizyon

katsayisi [cm?/sec]
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Tablo 5.6.

Besleme ¢ozeltisinden 1 saatin sonunda uzaklastirilan iire miktarlar1 (%)

Parametre Parametrenin degeri Uzaklagtirilan tire | Uzaklagtirilan iire
miktar1 (% ) miktar1 (% )
Enzim immobilize | Enzim immobilize
edilmemis membran edilmis membran
Besleme  ¢ozeltisinin | 1.  0.1428 56.93 69.85
kiitle transfer katsayisi | 2.  0.01428 52.07 67.28
[cm/sn. ] 3. 0.001428 47.02 64.11
Membran boyunca | 1. 1 19.78 29.61
uygulanan basing farki | 2. 1.5 32.29 40.80
[bar] 3. 2 51.81 58.60
Urenin besleme | 1. 0.00005 56.93 69.85
cozeltisindeki 2. 0.0001 56.79 69.97
baslangig 3. 0.0002 57.02 69.82
konsantrasyonu
[mol/cm’]
Membranin ~ kalinlig: | 1. 25x10™ 56.93 69.85
[cm] 2. 75x10™ 48.94 64.89
3. 25x107 42.06 60.61
Membranin 1. 0.8 56.93 69.85
gozenekliligi 2. 0.5 53.68 67.87
3. 0.3 49.85 65.46
Membranin  gozenek | 1. 3.56 56.93 69.85
cap1 [nm] 2. 4.00 59.04 71.25
3. 4.30 60.26 72.03
Maksimum enzimatik | 1. 4.8 - 69.85
reaksiyon hizi, Vi | 2. 0.48 - 55.13
[mmole/cm’.sn] 3. 0.0048 - 53.08
Enzim tabakasinin | 1. 1.31x 107 - 69.85
kalinligt 2. 1.60x 107 - 72.54
[cm] 3. 5.00x 107 - 91.04
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cv,-CV

Besleme ¢ozeltisinden uzaklastirilan iire miktar (%)=( u Jxl 00 (5.3)

o o0

Bu denklemde C, ve Cyiirenin baslangigta ve ardindan herhangi bir t aninda besleme ¢ozeltisi
icindeki konsantrasyonunu V, ve Vy ise besleme c¢ozeltisinin baslangicta ve herhangi bir t
anindaki hacimlerini gostermektedir. Simulasyonu yapilan her bir durum ig¢in incelenen
parametrenin Tablo 5.6’da belirtilen degeri disinda diger tim parametrelerin degerleri Tablo
5.5’de verilenlerle aynidir. Enzim immobilizasyonunun ultrafiltrasyon isleminin performansina
olan etkisini incelemek amaciyla tiim simulasyonlar enzim immobilize edilmis ve edilmemis
membranlar ic¢in gelistirilen matematik modeller  kullanilarak yapilmigtir.  Asagida bu
parametrelerin  iirenin  besleme ¢ozeltisinden uzaklastirilma hizi  iizerine olan etkileri
incelenecektir. Sonuglar 1 saatin sonunda tiim sistem boyunca elde edilen konsantrasyon
profilleri, {renin besleme ve toplama ¢ozeltileri i¢indeki konsantrasyonunun zamana gore

degisimi verilerek tartigilmisgtir.

5.8.2.1.Urenin besleme ¢ozeltisi icindeki kiitle transfer katsayisimin ultrafiltrasyon isleminin
performansina olan etkisi
Besleme ¢ozeltisinin diisiik hizda karistirilmasi sonucu 6zellikle membran yiizeyine yakin olan
kisimlarda konsantrasyon polarizasyonu gerceklesmektedir (kf=0.001428 cm/sec).Ancak Sekil
5.37a’dan goriilecegi gibi karistirma hizinin artirilmasi, boylece kiitle transfer katsayisinda 100
katlik bir artis sonucu (kf=0.1428 cm/sec) konsantrasyon polarizasyonu sorunu ortadan
kalkmaktadir. Diger bir deyimle besleme ¢ozeltisi iginde kiitle transferine kars1 gosterilen direng
thmal edilebilir bir boyuta inmektedir. Membran boyunca lineer bir konsantrasyon profili elde
edilmistir. Bu sonug, iirenin membran boyunca olan transportunun difiizyonla kontrol edildigini,
konveksiyonun ise ihmal edilebilir bir diizeyde oldugunu gostermektedir. Sekil 5.37b iirenin
enzim immobilize edilmis membran boyunca olan konsantrasyon profilinin lineer oldugunu,
dolayistyla transportunun enzimsiz membranlarda oldugu gibi difiizyon tarafindan kontrol
edildigini gostermektedir. Membranin iki yiizeyini de kaplayan enzim katmanlar1 boyunca iirenin
konsantrasyonunundaki degisim ihmal edilebilir diizeydedir. Bu sonug, iirenin enzim katmanlari

boyunca olan transport hizinin kiitle transferinden ziyade enzimatik reaksiyon tarafindan kontrol
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edildigine isaret etmektedir. Simulasyonlarin verdigi bu sonucu boyutsuz bir say1 olan Thiele
modulus, vy, degerini hesaplayarak dogrulamak miimkiindiir. Thiele modulus , enzimatik

reaksiyon hizinin difiizyon hizina olan oranini veren bir sayidir ve tanimi asagida verilmektedir

(GIORNO ve Drioli, 2000).

0.5
y
Eos o
Bu denklemde L enzim tabakasinin kalinligin1 D, ise iirenin enzim tabakasi icindeki difiizyon
katsayisini ifade etmektedir. Tablo 5.5’de verilen degerler kullanildiginda Thiele modulus degeri
2.28x107 olarak hesaplanmustir. Bu degerin 1’e oranla oldukca kiigiik olmasi reaksiyon hizinin
difiizyon hizina oranla daha diisiik oldugunu, dolayisiyla iirenin enzim tabakasi igindeki

transportunun enzimatik reaksiyon tarafindan kontrol edildigini gostermektedir.

k=0.001428 cmis

o k=0.01428 cm/is
(a) — ki=0.1428 cmfs

Ure Konsantrasyonu (molefcm3)

=3 =h =c z=d
Pozisyon

68



— k=0.001428 cmfs

9 (b) k=0.01428 cmis

....... ki=0.1428 crmfs

Ure Konsantrasyonu (molefcm3)

Pozisyon

Sekil 5.37.  Urenin besleme tarafindaki kiitle transfer katsayisinin konsantrasyon profiline
olan etkisi. a) Enzim immobilize edilmemis membran b) Enzim immobilize

edilmis membran.

Urenin besleme ¢ozeltisi igindeki kiitle transfer katsayismin besleme ve toplama ¢ozeltileri
icindeki konsantrasyonunun degisimine olan etkisi Sekil 5.38 ve 5.39’da gosterilmektedir. Sekil
5.38’den goriildiigii gibi her bir durum i¢in iirenin besleme ¢ozeltisi i¢cindeki konsantrasyonu
zamanla artis gostermektedir. Bu artis, besleme c¢ozeltisinin hacmindeki azalmanin {ire
miktaridaki azalmaya oranla daha az olmasindan kaynaklanmaktadir. Urenin kiitle transfer
katsayisindaki artisla birlikte kiitle transferine karsi olan direng azaldigindan besleme
¢Ozeltisinden uzaklastirilan iire miktar1 artmakta, boylece konsantrasyonu azalmaktadir. Sekil
5.39a ’dan goriilecegi gibi iirenin kiitle transfer katsayisindaki artigla birlikte toplama ¢ozeltisi
icindeki konsantrasyonu da artmaktadir. Ote yandan, enzim immobilize membranlarin
kullanilmast durumunda, kiitle transfer katsayisinin toplama ¢ozeltisi igindeki iire
konsantrasyonuna olan etkisi daha azdir (Sekil 5.39b). Bu sonu¢ enzimli membranlarda {irenin

transportunun enzimatik reaksiyon hizi tarafindan kontrol edildiginin bir gostergesidir.
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Sekil 5.38. Besleme  ¢ozeltisinin -~ karistirma  hizinin ~ iirenin  bu  ¢dzelti  icindeki
konsantrasyonunun zamana gore degisimine olan etkisi. a) Enzim immobilize

edilmemis membran b) Enzim immobilize edilmis membran
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Sekil 5.39. Besleme c¢ozeltisinin  karigtirma hizinin  iirenin toplama ¢dozelti icindeki

konsantrasyonunun zamana gore degisimine olan etkisi. a) Enzim immobilize

edilmemis membran b) Enzim immobilize edilmis membran

Tablo 5.6’da verilen sonuglar, besleme ¢o6zeltisinin karistirma hizinin artirilmasiyla daha fazla

oranda iirenin uzaklastirilabilecegini gostermektedir. Kiitle transfer katsayisinin 0.001428

71



cm/saniye’den 0.1428 cm/saniye’ye  artirilmasiyla iirenin enzimsiz membran tarafindan
uzaklagtirilma hizi %21 oraninda artarken, enzim immobilize edilmis membran kullanilmasi

durumunda bu artis %8.9 civarindadir.

5.8.2.2.Membran boyunca uygulanan basin¢ farkinin ultrafiltrasyon isleminin
performansina olan etkisi
Ultrafiltrasyon islemi esnasinda ayarlanabilen parametrelerden birisi membran boyunca
uygulanan basing farkidir. Sekil 5.40a ve 5.40b ultrafiltrasyon esnasinda uygulanan basing farki
arttikca membran boyunca olan konsantrasyon farkinin arttigini gostermektedir. Tablo 5.5°de
verilen kosullar ile elde edilen simulasyon sonuclari enzimsiz membranlarda iirenin kiitle
transferine karst en biiylik direncin membran i¢inde oldugunu, enzimli membranlarda enzim
tabakalar1 i¢inde iirenin transportunun enzimatik reaksiyon tarafindan kontrol edildigini
gostermektedir.  Sekil 5.41, iirenin besleme ¢ozeltisi igindeki konsantrasyonunun zamanla
arttigin1 gostermektedir. Bu durum basing farkinin artmasiyla birlikte membrandan gegen toplam

hacimsel akinin artmasi ve bunun sonucu ¢6zelti hacmindeki azalma ile ilgilidir.

14 x 10
------- delP=1.5 bar
delP=1 bar
12t (a) R

Ure Konsantrasyonu (mole/cm3)
oa

Pozisyon
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Pozisyon
Sekil 5.40.  Membran boyunca uygulanan basing farkinin iirenin konsantrasyon profiline olan

etkisi. a) Enzim immobilize edilmemis membran b) Enzim immobilize edilmis

membran.

delP= 2 bar
Ir delP= 1.5 bar |

Ure Konsantrasyonu (molefem3)
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Sekil 5.41. Membran boyunca uygulanan basing farkinin lirenin besleme ¢ozeltisi igindeki
konsantrasyonunun zamanla degisimine olan etkisi. a) Enzim immobilize

edilmemis membran b) Enzim immobilize edilmis membran

Uygulanan basing farklarinda iirenin toplama ¢ozeltisi igindeki konsantrasyonunun degisimi
Sekil 5.42’de verilmektedir. Enzimsiz membranlarda ilk 1000 saniye i¢inde, enzimli
membranlarda ise ilk 650 saniye i¢inde basing farki arttikca toplama c¢ozeltisi i¢indeki iire
konsantrasyonu azalmaktadir. Bu durum ¢6zelti hacmindeki artigin ¢ozeltiye gecen lire miktarina
oranla daha fazla olmasindan kaynaklanmaktadir. Ultrafiltrasyonun ilerleyen asamalarinda,
basing farkinin artisi ile birlikte iirenin miktarinin toplama ¢dzeltisinde artmast sonucu
konsantrasyonu da artmaktadir. Tablo 5.6’da verilen sonuglar basing farkinin 1 bardan 2 bara
¢ikartilmasi sonucu enzimsiz ve enzim immobilize membranlar kullanilarak iirenin besleme
cozeltisinden uzaklastirilma hizinin %161 ve %98 arttigim1 gostermektedir. Bu rakamlar
membran boyunca uygulanan basing farkinin ultrafiltrasyon isleminin verimliligini artirmada

onemli bir parametre oldugunu gostermektedir.
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Sekil 5.42. Membran boyunca uygulanan basing farkinin iirenin toplama ¢ozeltisi i¢indeki
konsantrasyonunun zamanla degisimine olan etkisi. a) Enzim immobilize

edilmemis membran b) Enzim immobilize edilmis membran
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5.8.2.3.Urenin baslangic konsantrasyonunun ultrafiltrasyon

isleminin performansina olan

etkisi

Sekil 5.43.

Ure Konsantrasyonu (molelem3)

Ure Konsantrasyonu {(mollem3)
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Urenin baslangic konsantrasyonunun toplama ¢Ozeltisi i¢indeki

konsantrasyonunun zamanla degisimine olan etkisi. a) Enzim immobilize

edilmemis membran b) Enzim immobilize edilmis membran

76



Sekil 5.43’den goriilecegi gibi lirenin baslangi¢ konsantrasyonunun artmasi sonucu toplama
¢ozeltisi icindeki konsantrasyonu da artis gostermektedir. Incelenen her ii¢ konsantrasyon
seviyesi i¢cinde hacimsel aki ayni kalmakta, dolayisiyla toplama ¢dzeltisinin zamanla hacmindeki
artis da ayni kalmaktadir. Ancak, iirenin baslangi¢ konsantrasyonunun artmasi sonucu daha fazla
tire toplama ¢ozeltisinde birikmektedir. Hacim ayni kalirken biriken tire miktarinin artmasi da
iire konsantrasyonunun artmasina sebep olmaktadir. Bunun yanisira, Tablo 5.6’daki sonuglar
iirenin baslangi¢c konsantrasyonunun degistirilmesinin 1 saatin sonunda besleme c¢ozeltisinden

uzaklagtirilan lire miktarin1 degistirmedigini gostermektedir.

5.8.2.4.Membranin kalinhgnin ultrafiltrasyon isleminin performansina olan etkisi

Membranin en énemli yapisal 6zelliklerinden birisi kalinligidir. Kalinlik se¢imi hem membranin
uygulanan basing farkindaki dayanikliligi, hem de ultrafiltrasyon isleminin performansi iizerine
olan etkisi dikkate alinarak yapilmalidir. Sekil 5.44’de farkli membran kalinliklarinda {irenin
konsantrasyon profilleri goriilmektedir. Membranin kalinlig1 artttkca membran boyunca olan
konsantrasyon farki dolayisiyla kiitle transfer direnci artmaktadir. Her iki tip membranda da
membranin kalinliginin 0.025 cm’den 0.25 cm’ye artirilmasi sonucu konsantrasyon profilleri
lineerden parabolik sekle donligmiistiir. Bu sonug, iirenin membran igindeki transportunun
difiizyonun yanisira konveksiyon tarafindan kontrol edildigini gostermektedir. Enzim immobilize
membranda enzim tabakalari i¢inde {irenin transportu enzimatik reaksiyon tarafindan kontrol

edilmektedir.
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Pozisyon

Sekil 5.44.  Membranin kalinliginin iirenin konsantrasyon profiline olan etkisi. a) Enzim

immobilize edilmemis membran b) Enzim immobilize edilmis membran
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Sekil 5.45°de {irenin besleme ¢ozeltisi icindeki konsantrasyon degisimi goriilmektedir. Membran

kalinliginin artmasi sonucu besleme ¢ozeltisi icindeki konsantrasyonu artmistir. Bu sonug,

Sekil 5.45.
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Membranin kalinligmin besleme ¢ozeltisi icindeki {ire konsantrasyonunun
zamanla degisimine olan etkisi. a) Enzim immobilize edilmemis membran b)

Enzim immobilize edilmis membran
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membranin kiitle transferine karsi gosterdigi direncin artmasiyla daha az oranda lire gecisi

dolayisiyla c¢ozeltide daha fazla oranda iire bulunmasiyla ilgilidir. Diger taraftan, membranin

kalinliginin artmasi ile birlikte iirenin gegisine karsi olan direng artmakta, dolayisiyla toplama

cozeltisi iginde daha az miktarda {ire toplanmasina bagli olarak konsantrasyonu azalmaktadir

(Sekil 5.46). Enzim icermeyen membranin kalinliginin artmasi besleme ¢ozeltisi igindeki {irenin

Sekil 5.46.
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Membranin kalinliginin iirenin toplama ¢ozeltisi ic¢indeki konsantrasyonunun
zamanla degisimine olan etkisi. a) Enzim immobilize edilmemis membran b)

Enzim immobilize edilmis membran
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uzaklastirilma hizinin %26 oraninda azalmasina neden olurken, bu azalma enzim immobilize
edilmis membranlarda %13 diizeyindedir. Enzim immobilize edilmis membranlarda iirenin bir
kismi1 Oncelikle enzim tabakasi ic¢inde pargalandigr i¢in membranin kalinli§inin artmasi

ultrafiltrasyon performansinin daha az oranda etkilenmesini saglamaktadir.

5.8.2.5.Membranin gozenekliliginin ultrafiltrasyon isleminin performansina olan etkisi

Sekil 5.47 membranin gdzenekliliginin iirenin konsantrasyon profiline olan etkisini
gostermektedir. Membranin gdzenekliligi azaldikg¢a iirenin transportuna olan direng artmakta,
dolayisiyla membran boyunca olan konsantrasyon farki da artmaktadir. Sekil 5.47b’den
goriilecegi gibi lirenin enzim tabakasi i¢indeki transportu enzimatik reaksiyon tarafindan kontrol

edilmektedir.
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Ure Konsantrasyonu (mollem3)
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Pozisyon
Sekil 5.47. Membranin gozenekliliginin iirenin konsantrasyon profiline olan etkisi. a) Enzim

immobilize edilmemis membran b) Enzim immobilize edilmis membran.

Membranin gézenekliliginin artmas1t membrandan daha fazla oranda iire ge¢isini sagladigindan,

irenin besleme ¢dzeltisi i¢indeki konsantrasyonunun azalmasina neden olmaktadir (Sekil 5.48).
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Ure Konsantrasyonu (molfem3)
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Sekil 5.48. Membranin gozenekliliginin {irenin besleme ¢o6zeltisi i¢indeki konsantrasyonun
zamanla degisimine olan etkisi. a) Enzim immobilize edilmemis membran b)

Enzim immobilize edilmis membran.

Diger taraftan, membranin daha gozenekli olmasi sayesinde toplama ¢ozeltisinde biriken {iire
miktari, boylece tirenin konsantrasyonu da artmaktadir (Sekil 5.49). Membranin gozenekliliginin
0.3’den 0.8’e¢ degistirilmesi sonucu iirenin besleme c¢ozeltisinden uzaklasma hizi enzim

icermeyen membran i¢in %14.2, enzim immobilize edilmis membran iginse 6.7% oraninda

artmigtir.
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Sekil 5.49.  Membranin gozenekliliginin iirenin toplama c¢ozeltisi i¢indeki konsantrasyonun

zamanla degisimine olan etkisi. a) Enzim immobilize edilmemis membran b)

Enzim immobilize edilmis membran.
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5.8.2.6.Membranin gozenek boyutunun (capinin) ultrafiltrasyon isleminin performansina
olan etkisi

Sekil 5.50, membranin gézenek ¢apinin 3.56 nm’den 4.3 nm’ye artirilmast durumunda iirenin

enzim igermeyen ve enzim igeren membran boyunca konsantrasyon profilinde herhangi bir

degisim olmadigin1 géstermektedir.
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Pozisyon

Sekil 5.50.  Membranin goézenek ¢apinin iirenin konsantrasyon profiline olan etkisi. a) Enzim

immobilize edilmemis membran b) Enzim immobilize edilmis membran.
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Membranin gézenek ¢apiin artmasi iirenin membrandan daha fazla oranda ge¢mesine, boylece

besleme ¢ozeltisi icindeki konsantrasyonun da azalmasina neden olmaktadir (Sekil 5.51).

Sekil 5.51.
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Membranin gozenek capinin iirenin besleme ¢ozeltisi i¢indeki konsantrasyonun
zamanla degisimine olan etkisi. a) Enzim immobilize edilmemis membran b)

Enzim immobilize edilmis membran.
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Urenin gegis hizinin az da olsa artmasi sonucu toplama ¢dzeltisinde daha fazla oranda iire
birikimi konsantrasyonun da artmasina neden olmustur (Sekil 5.52). Membranin gézenek ¢apinin

3.56 nm’den 4.3 nm’ye degistirilmesi sonucu lirenin besleme ¢ozeltisinden uzaklastirilma hizi
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Sekil 5.52. Membranin gézenek capinin iirenin toplama ¢dzeltisi i¢indeki konsantrasyonunun

zamanla degisimine olan etkisi. a) Enzim immobilize edilmemis membran b)

Enzim immobilize edilmis membran.
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enzimsiz membran i¢in 5.8% , enzim immobilize edilmis membran iginse 3.1 % oraninda

artmugtir.

5.8.2.7.Enzimin maksimum reaksiyon hizindaki degisimin ultrafiltrasyon isleminin
performansina olan etkisi
Enzimatik reaksiyon hizi immobilizasyon yontemine ve kosullarina bagh olarak énemli oranda
degistirilebilir. Su an literatiirde farkli enzim immobilizasyon tekniklerinin enzimin kinetik
parametreleri {lizerine olan etkisini inceleyen pek ¢ok caligma mevcuttur. Sekil 5.53 , {ireaz
enziminin maksimum reaksiyon hizinin 4.8 mmol/cm’.saniye’ye oranla 1000 kat azalmasi
durumunda konsantrasyon profilindeki degisimi gostermektedir. Sekilden de goriilecegi gibi
reaksiyon hizindaki azalma iirenin membran ve enzim tabakalar1 boyunca olan transport

mekanizmasinda herhangi bir degisiklige yol agmamaktadir.
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Pozisyon
Sekil 5.53. Enzimin maksimum reaksiyon hizinin {irenin konsantrasyon profiline olan etkisi.

Sekil 5.54, reaksiyon hizinm 0.0048 mmol/cm’.saniye’den 0.048 mmol/cm’ saniye’ye artmasi
sonucu iirenin besleme cozeltisi igindeki konsantrasyonunda onemli bir degisim olmadigini

gostermektedir. Ancak maksimum reaksiyon hizinin 100 kat daha artmasi, iirenin
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konsantrasyonunda ciddi bir azalmaya neden olmustur. Benzer bir davranig lirenin toplama
coOzeltisi i¢indeki konsantrasyon degisiminde de goézlenmistir. Sekil 5.55’den goriilecegi gibi
enzimin maksimum reaksiyon hiznmn 0.0048 mmol/cm’.saniye’den 4.8 mmol/cm’.saniye’ye
artmast sonucu lrenin toplama c¢ozeltisindeki konsantrasyonu onemli oranda azalmistir. Bu
azalma daha fazla lirenin enzim tarafindan par¢alanmasi nedeni ile olugsmaktadir. Tablo 5.6’dan
goriilecegi gibi maksimum reaksiyon hizinin 1000 kat artmasi sonucu Tlrenin besleme

¢Ozeltisinden uzaklagtirilma hizi1 31.6 % oraninda artmistir.
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Sekil 5.54. Enzimin maksimum reaksiyon hizinin {irenin besleme c¢ozeltisi igindeki

konsantrasyonun zamanla degisimine olan etkisi.
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Sekil 5.55. Enzimin maksimum reaksiyon hizinin iirenin toplama ¢ozeltisi igindeki

konsantrasyonun zamanla degisimine olan etkisi.

5.8.2.8.Enzim tabakasimnin kalinhiginin ultrafiltrasyon isleminin performansina olan etkisi
Farkli immobilizasyon yontemleri membran ylizeyine tutunan enzim miktarini, dolayisiyla enzim
katmaninin kalinligin1 degistirmektedir. Sekil 5.56 bu degisimin iirenin konsantrasyon profiline
olan etkisini gostermektedir. Sekilden goriilecegi gibi enzim takasinin kalinliginin artmasi iirenin
membran ve enzim tabakalar1 boyunca olan transport mekanizmasini degistirmemektedir.

Enzim tabakasinin kalmligimmin artmasi ile birlikte daha fazla oranda {irenin pargalanmasi
nedeniyle besleme ¢ozeltisi icindeki konsantrasyonu azalmaktadir. Enzim tabakasinin yeterince
kalin olmadig1 durumlarda iirenin konsantrasyonu zamanla artig gdsterirken, kalinligin yeterince
artmasi sonucu iirenin besleme ¢ozeltisi igindeki konsantrasyonu zamanla azalmaktadir (Sekil
5.57). Benzer davranis iirenin toplama ¢dzeltisi igindeki konsantrasyonunun degisiminde de
gbzlenmistir. Sekil 5.58’den goriilecegi gibi enzim tabakasinin kalinligir 0.00005 cm oldugunda
ultrafiltrasyon isleminin baglangicinda ilk 100 saniyede iirenin konsantrasyonu artmakta, ancak
ardindan azalmaya baslamaktadir. Ure konsantrasyonunda gdzlenen maksimum ultrafiltrasyon

isleminin ilerleyen asamalarinda {irenin parcalanmasi ve toplama ¢dzeltisine daha az oranda iire
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gecisi olmast ile ilgilidir. Enzim kalmhigmin 1.31x10° cm’den 5x10° cm’ye artmasi sonucu

tirenin besleme ¢ozeltisinden uzaklastirilma hiz1 %30 oraninda artig géstermistir.
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Pozisyon

Sekil 5.56.  Enzim tabakasiin kalinliginin {irenin konsantrasyon profiline olan etkisi.
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Sekil 5.57. Enzim tabakasinin kalinliginin iirenin besleme ¢6zeltisi igindeki konsantrasyonun

zamanla degisimine olan etkisi.
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Sekil 5.58. Enzim tabakasinin kalinli§inin {irenin toplama ¢ozeltisi i¢indeki konsantrasyonun

zamanla degisimine olan etkisi.

5.8.3. Ultrafiltrasyon modelinin test edilmesi

Ultrafiltrasyon isleminin performansinmi belirlemek amaci ile gelistirilen matematik modelin
dogrulugu, model tahminleri ile deneysel veriler karsilastirilarak test edilmistir. Bu amagla iireaz
immobilize edilmis PAN+PEI membrani kullanilarak, {i¢ farkli basingta (0.7 bar, 1 bar ve 1.5
bar) ve her bir basing seviyesinde dort farkli tire konsantrasyonunda (1 mM, 2.5 mM, 5 mM ve
10) mM) ultrafiltrasyon deneyleri yapilmis, deney siiresince her 10 dakikada bir toplama
cozeltisinde bulunan iire miktarlar1 Olgiilmiistiir. Sekil 5.59’da goriildiigii gibi 0.7 barda,
matematik model tahminleri ile deneysel data arasindaki karsilastirma 10 mM iire
konsantrasyonu hari¢ oldukc¢a iyidir. 1 bar (Sekil 5.60) ve 1.5 barda (Sekil 5.61) bu
konsantrasyonda yapilan 6lgiim sonuglari da model tahminlerinden sapma gostermektedir. Bu
sapmanin en Onemli sebebi model denklemlerinde enzimin inaktivasyonunun dikkate
alinmamasidir. Enzimin aktivitesinde hem basinca maruz kalmasi, hem de belli substrat
konsantrasyonunun iistiinde substrat inhibisyonu nedeni ile azalma olabilir. Model tahminleri ile
deneysel data arasindaki en biiyilk sapma 1.5 bar basingta goézlenmekle birlikte, modelin

yeterince dogru tahminlerde bulundugu da agiktir.
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Sekil 5.59.  Deneysel olarak toplama ¢ozeltisinde Slgiilen iire miktarlarinin model tahminleri

ile karsilastirilmas1 . AP=0.7 bar.
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Sekil 5.60. Deneysel olarak toplama ¢ozeltisinde Slgiilen lire miktarlarinin model tahminleri

ile karsilastirilmas1 . AP=1 bar.
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VI. SONUCLAR

Bu calismada PAN membrani ile PEI ve kitosan ile modifiye edilmis PAN membranlari
lizerine iireaz immobilizasyonu gerceklestirilmigtir. Sonuglar, polielektrolitle modifikasyonun
adsorplanan iireaz miktarin1 degistirmedigini, ancak iireazin aktivitesinde énemli artislara neden
oldugunu gostermistir. Bu durum, tlireazin PEI ve kitosanla modifiye edilmis pozitif yiikli PAN
membranlarina, modifiye edilmemis negatif yiikli PAN membranma kiyasla daha iyi bir
pozisyonla tutunduguna isaret etmektedir. Membranlarin {ireye karsi gosterdikleri kinetik
performans su sekilde bulunmustur: PAN+PEI+CHI>PAN+PEI>PAN+CHI>PAN. Ureazin
membranlara ~ immobilizasyonu pH-aktivite, sicaklik-aktivite profillerinde ve depolama
stabilitelerinde olduk¢a fazla degisimlere neden olmustur. Asidik pH degerlerinde ¢oziiniir
enzime kiyasla, PAN membranlarina immobilize edilmis ilireaz daha fazla aktivite gostermistir.
Ureazin sicaklik stabilitesi de immobilizasyon sonucu tyilestirilmistir. Kisa siireli
depolamalarda ¢6ziiniir enzim immobilize olana gdre daha iyi bir stabilite gosterirken, uzun stireli
depolamalarda ¢6ziiniir ve modifiye edilmis PAN membranlari lizerine immobilize edilen iireaz
benzer davranig sergilemistir. PAN membrani uzun siireli depolamada iireaz aktivitesinin
tamamini kaybetmistir.

Membranlarin ultrafiltrasyon kosullarinda gosterdikleri performans da test edilmistir.
Modifiye edilmis ve edilmemis PAN membranlar1 ilizerine iireaz adsorpsiyonu sonucu
membranlarin hidrolik gecirgenlikleri énemli oranda degismemistir. Ure ¢dzeltisine protein
(BSA) ilave edilmesi sonucu PAN membranindan gegis hizi yavaslarken, PAN+PEI+ireaz ve
PAN+CHI+ireaz membranlarinin performansinda bir degisim olmamistir. PAN+PEI
membraninin BSA igeren iire ¢ozeltisine maruz kalmasi sonucu membran yiizeyinde kalict bir
kirliligin olustugu, iirecaz immobilize edilmis PAN+PEI membranlarinda ise yiliksek BSA
konsantrasyonu iceren besleme ¢ozeltisi kullanildigi durumda bile membranin ylizeyinde kalici
bir kirliligin olusmadigi, membranin filtrasyon performansimi  korudugu bulunmustur.
Ultrafiltrasyon esnasinda besleme ¢ozeltisinden uzaklagtirilan {ire miktart membran boyunca
uygulanan basincin artmasi ile artarken, besleme c¢ozeltisindeki iire konsantrasyonundan
etkilenmemistir. Su i¢inde ¢oOziilerek hazirlanan iire c¢ozeltileriyle, PAN+PEI membrani
kullanilarak yapilan ultrafiltrasyon deneylerinde temiz ve BSA ile muamele gormis

membranlarin lireaz aktivitelerinin degismedigi gozlemlenmistir. Ancak, Na-fosfat tamponunda
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coOziilerek hazirlanan iire c¢ozeltileri ile yapilan ultrafiltrasyon deneyinin sonunda PAN+PEI
membrani aktivitesinin bir kismini, tamponun enzim aktivitesini inhibe edici etkisinden dolay1
kaybetmistir.

Ureaz enzimi immobilize edilmis ultrafiltrasyon membranlarinin iirenin uzaklastirilma
hiz1 iizerine olan etkisini incelemek amaciyla bir matematik model gelistirilmistir. Model
tahminleri ultrafiltrasyon islemi esnasinda ayarlanabilen parametrelerin, membranin yapisal
Ozelliklerinin ve farkli enzim immobilizasyon tekniklerinin ultrafiltrasyon isleminin
performansima olan etkisini incelemek amaciyla kullanilmigtir. Ultrafiltrasyon igleminin
performanst 1 saatin sonunda besleme ¢ozeltisinden uzaklastirilan iire miktar1 baz alinarak
degerlendirilmistir. Bu kriter baz alindiginda, incelenen her bir parametre i¢in iireaz enzimi
immobilize edilmis membranlarla enzimsiz membranlara oranla daha fazla miktarda iirenin
uzaklagtirilabilecegi goriilmiistiir. Model tahminleri ¢ozeltinin karigtirma hizi ve ultrafiltrasyon
basincinin artirilmasinin uzaklastirilan iire miktarinin artmasina sebep oldugunu gdstermistir.
Membranin  gozenekliliginin  ve  gozenek boyutunun artmast daha fazla {irenin
uzaklagtirilabilmesini saglarken, membranin kalinhigindaki artis bu hizin azalmasina neden
olmustur. Farkli immobilizasyon tekniklerinin ve kosullarinin uygulanmasi ile enzimin
maksimum reaksiyon hizindaki ve membrana adsorbe olan enzim miktarindaki degisimin
etkiside incelenmistir. Model tahminleri enzim tabakasinin kalinligindaki ve enzimin
maksimum reaksiyon hizindaki artigin daha fazla {irenin par¢alanmasina neden oldugunu, bdylece
tirenin ortamdan daha hizli bir sekilde uzaklastirildigini gostermistir. Model tahminlerinin
dogrulugu; toplama c¢ozeltisinde Olgiilen {lire miktari ile modelden hesaplanan iire miktarlart
karsilastirilarak test edilmistir. Modelin deneysel verileri yeterince dogru tahmin edebildigi
bulunmustur.

Bu ¢alismada uygulanan polielektrolit destekli enzim immobilizasyonu, hem cevre
kirliligine yol agabilecek, hem de enzimin aktivitesinde azalmaya neden olabilecek kimyasallarin
kullaninmina gerek duyulmayan, ucuz ve basit bir immobilizasyon yontemidir. Yapilan tiim
Olciimler dikkate alindiginda, iireaz immobilizasyonu icin en iyi destek malzemesinin

PAN+PEI+CHI membrani oldugu bulunmustur.
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