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ÖZET 

Bu çalışmada; doğal bir polimer olan çitosan ile ferrosenkarboksaldehit arasındaki katılma-

ayrılma tepkimesi sonucunda Schiff bazı oluşarak, ferrosenkarboksaldehit çitosana 

bağlanmıştır (CS-Fc-ald). Sentezlenen ferrosenkarboksaldehit katkılı çitosanın yapısı FT-

IR, katı 13C-NMR, elementel analizi (C,H,N), SEM/EDX ve TGA ile aydınlatılmıştır. Ayrıca 

zeta potansiyel ölçüm cihazı ile parçacık boyut analizi, dört nokta iletkenlik ölçüm tekniği 

ile katı hal iletkenlik ölçüm değerleri belirlenmiştir. Daha sonra, sentezlenen (CS-Fc-ald)’e 

lipaz ve pepsin enzimlerinin immobilize edilmesi ile (CS-Fc-ald-Lip, CS-Fc-ald-Pep) 

hazırlanan immobilize desteklerin ayrı ayrı ve bir aradayken oluşan çift enzim (CS-Fc-ald-

Lip+CS-Fc-ald-Pep)’lerin optimum pH, optimum sıcaklık, tekrar kullanım sayısı, depolama 

kararlılığı ve kinetik parametreleri belirlenmiştir. İmmobilize lipaz ve immobilize pepsinin 

optimum pH'ları sırasıyla; 9 ve 4, optimum sıcaklıkları sırasıyla; 50˚C ve 60˚C olarak 

bulunmuştur. Çift enzim immobilizasyon çalışmasında optimum pH ve sıcaklıklarda 

değişiklikler gözlenmemiştir. Serbest lipaz ve serbest pepsin enzimlerinin Km/Vmax oranları 

sırasıyla; 0,0071 ve 0,1129 iken, çift enzim immobilizasyonundaki lipazın ve pepsinin 

Km/Vmax oranları sırasıyla; 0,0847 ve 0,4666 olarak belirlenmiştir.  
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ABSTRACT 

In this study; as a result of the condensation reaction between chitosan, which is a natural 

polymer, and ferrocenecarboxaldehyde, Schiff base has been formed and 

ferrocenecarboxaldehyde is attached to chitosan (CS-Fc-ald). Ferrocene attached chitosan is 

characterized by means of FT-IR, solid 13C-NMR, elemental analysis (C, H, N), SEM / EDX, 

TGA. Furthermore, the particle size and size distribution are determined by ZetaSizer. Solid 

state conductivity measurement values were determined with four point conductivity 

measurement technique. Later, lipase and pepsin enzymes were immobilized to the 

synthesized (CS-Fc-ald). The optimum pH, optimum temperature, reuse number, storage 

stability and kinetic parameters of the immobilized enzymes were determined both 

separately (CS-Fc-ald-Lip, CS-Fc-ald-Pep) and together (CS-Fc-ald-Lip+CS-Fc-ald-Pep). 

The optimum pH values of immobilized lipase and immobilized pepsin are; 9 and 4, and 

optimum temperatures; it was found as 50 ˚C and 60 ˚C. Changes in optimum pH and 

temperatures in the double enzyme immobilization study were not observed. Km/Vmax ratios 

of free lipase and free pepsin enzymes are; While 0.0071 and 0.1129, the Km/Vmax ratios of 

lipase and pepsin in double enzyme immobilization, respectively; It has been determined as 

0.0847 and 0.4666.  
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SİMGELER VE KISALTMALAR 

 

Bu çalışmada kullanılmış simgeler ve kısaltmalar, açıklamaları ile birlikte aşağıda 

sunulmuştur.  

 

Simgeler    Açıklamalar  

 

°C    Derece santigrat 

    Dalga boyu 

Km    Michaelis-Menten sabiti 

μL    Mikrolitre 

mM    Milimolar 

MA    Molekül ağırlığı 

pH    Hidrojen iyonu konsantrasyonun eksi logaritması 

Vmak    Maksimum hız 

T    Sıcaklık 

 

Kısaltmalar   Açıklamalar 

 

CS               Çitosan 

CS-Fc-ald                              Ferrosenkarboksaldehit katkılı çitosan 

CS-Fc-ald-Lip                       Ferrosenkarboksaldehit katkılı çitosana lipaz enzimi 

CS-Fc-ald-Pep                      Ferrosenkarboksaldehit katkılı çitosana pepsin enzimi 

ÇEnİmLip                            Çift enzim immobilizasyonundaki lipaz 

ÇEnİmPep                            Çift enzim immobilizasyonundaki pepsin 

EDX                                       Enerji dağılım X-ışını kırınımı  

Fc               Ferrosen 

Fc-ald                                    Ferrosenkarboksaldehit 

FT-IR                         Fourier transform infrared spektroskopisi 

IR                         Kızılötesi spektroskopisi 

Lip                                         Lipaz 

Pep                                         Pepsin 

p-NPp                                    p-Nitrofenil palmitat 
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TCA                                      Trikloroasetik asit 

TGA                                      Termogravimetrik analiz 

UV-GB             Ultraviyole görünür bölge spektroskopisi 
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1. GİRİŞ 

 

Çitosan, β-(1-4)-D-glukozamin ve N-asetil-D-glukozaminden oluşan lineer bir 

aminopolisakkarittir. Çitosan yapısında serbest amino gruplarının bulunması, onun fiziksel 

ve kimyasal özelliğinin temelini oluşturmaktadır. Çitosan biyo-uyumlu, biyobozunur ve 

toksik olmayan biyopolimerdir [1]. Ayrıca antimikrobiyal ve nemlendirici madde olma 

özelliğine de sahiptir [2]. Çitosana doğrudan takılı metal iyonları yerine, Schiff bazı ile 

koordine olmuş metallerin takılı olması durumunda çitosanın daha iyi bir aktivite gösterdiği 

belirlenmiştir [3,4]. Bu nedenle çitosana çeşitli metal iyonlarının takılarak değişik uygulama 

alanlarına (sağlık ve teknoloji) katkı sağladığı kaynaklarca görülmektedir. 

 

Ferrosen ve türevlerinin değişik redoks sistemlerinde ve toksik olmayan ilaç tasarımında 

kullanılmaya başlanması nedeniyle son otuz yılın önemli bileşikleri arasına girmiştir. 2007 

yılından itibaren ferrosen ve türevlerinin çitosana takılması sonucunda elde edilen makro 

moleküler yapıların katalitik, sensör, immobilizasyon ve ilaç salımı gibi araştırma 

alanlarında kullanıldığı görülmektedir [5-7].  

 

Enzim immobilizasyonunun, enzimin bir desteğe fiziksel ya da  kimyasal olarak bağlanması 

sonucunda hapsedilmesi; enzimlerin çalışabilirliğinin ve tekrarlanabilirliğinin 

geliştirilmesinde önemli bir strateji olduğu bilinmektedir [9-12]. Çünkü enzim 

immobilizasyonu, serbest enzimlere göre daha büyük işlevsel kararlılık göstermektedir.  

 

Günümüzde, çoklu enzim immobilizasyonu üzerine olan araştırmaların önem kazanmaya 

başladığı görülmektedir. Çünkü, birbirini takip eden enzimatik reaksiyonların daha kısa 

sürede oluşumunu sağlamak mümkündür. Ayrıca çoklu enzim immobilizasyonu ile, daha az 

atık, çözücü ve kimyasal maddelerin kullanımı söz konusu olmaktadır. 

 

Sunulan tez, çoklu (ikili) enzim immobilizasyonunun uygulaması üzerine olup, önce  

ferrosen katkılı çitosan sentezlenmiştir. Ferrosenkarboksaldehit (Fc-ald) katkılı çitosanın 

kapsamlı bir karakterizasyonundan sonra immobilize edilmiş çift enzim (lipaz ve pepsin)’in 

optimum şartları belirlenmiştir. 

 

Sentezlenen ferrosenkarboksaldehit (Fc-ald) katkılı çitosanın yapısı FT-IR, katı 13C-NMR, 

elementel analizi (C,H,N), SEM/EDX ve TGA ile aydınlatılmıştır. Ayrıca dört nokta tekniği
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ile iletkenlik ölçümü ve iletkenlik özelliği, zeta potansiyel ölçüm cihazı ile de parçacık 

boyutu analizi yapılmıştır.  Serbest ve çift immobilize enzimin aktifliğine etki eden pH, 

sıcaklık, substrat konsantrasyonu, depolama süresi gibi parametrelerin etkisi incelenmiş 

olup, çift immobilize enzimin tekrar kullanılabilirliği araştırılmıştır. 
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2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARAŞTIRMASI  

 

2.1. Çitosan ve Özellikleri 

 

Kitin selülozdan sonra doğada en fazla bulunan ikinci polisakkarit olup, alkali 

deasetilasyonundan çitosan elde edilir (Şekil 2.1-a). Çitosan, selülozunkine çok benzeyen 

bir yapı olan rastgele dağılmış β-(1-4) bağlı D-glukozamin (deasetilatlı birim) (Şekil 2.1-b) 

ve N-asetil-D-glukozamin (asetilat birimi) den oluşan bir doğrusal polisakkarittir. 

 

Çitosan, amin ve hidroksil gruplarına bağlı olarak inter-moleküler ve intra-moleküler arası 

hidrojen bağı oluşturur; bu nedenle sert bir kristal yapıya sahiptir. Çitosan, ana zincirindeki 

bol primer amino grubu nedeniyle biyoaktivite özellik gösterir. Bu nedenle, çitosan ilaç ve / 

veya gen dağıtımı gibi biyomedikal alanlara ve su arıtma (örneğin zararlı alg kontrolü), ağır 

metallerin uzaklaştırılması gibi endüstriyel alanlarda yaygın olarak kullanılmaktadır [1-3]. 

 

   

a) Kitin                                           b)  Çitosan 

 

Şekil 2.1. Kitin (a) ve çitosanın (b) kimyasal yapısı 

 

Çitosanın antibakteriyel ve antioksidan özelliklerinden türetilen belirgin biyomedikal 

uygulamaların yanı sıra, demir, bakır, kadmiyum veya magnezyum iyonları için seçici şelat 

yapıcı özelliğe sahip olduğu belirlenmiştir, bu nedenle bu özellikleri dikkate alındığında 

birçok başka uygulama alanlarına uygulaması geliştirilebilir.  

 

CS çözünürlük özelliği , film oluşturma, nano lif hazırlama, hidrojel veya macun gibi birçok 

farklı formda hazırlanabilmesini sağlar, bununla birlikte çözünmemiş toz formundaki 

çitosanın bazı alanlarda kullanıldığı görülmüştür [4,5]. 
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2.1.1. Çitosan üzerine uygulamalar 

 

CS, biyomedikal, kozmetik, kağıt yapımı, atık su arıtımı, tarım veya ilaç uygulamaları gibi 

çok çeşitli endüstriyel alanlarda kullanılmaktadır. Toksik olmayan ve iltihaba neden 

olabilecek parçalanma ürünlerini oluşturmayan CS’ın biyouyumlu ve kontrollü 

biyobozunurluktan dolayı çeşitli biyomedikal uygulamalara imkan sağlar. 

 

Ayrıca kendine özgü, antimikrobiyal özelliği ve biyolojik olarak emilebilir yapısı nedeniyle 

CS, kontrollü ilaç salımı, yara sargı bezi, kan pıhtılaştırıcısı, kemik yenilenmesi gibi alanlar 

için geniş bir uygulama yelpazesine sahiptir. 

 

Çitosana yüklenmiş etkin maddenin  kontrollü ilaç salımı veya tabletinin ağızdan alımı kısmi 

bozunma nedeniyle ilaçtaki etkinliğinin azalmaması ya da toksik ilaç seviyesinin 

oluşmaması nedeniyle önemli bir avantaj sağlar. CS’ın ilaç salınım işlevlerinde 

kullanılmasını ideal kılan özelliği; hidrofilik karakteri, mukoadezyon kuvveti, nüfuz etme 

kabiliyetidir [6,7]. 

 

Yara iyileşmesi, doku bütünlüğü bozulmuş tabakaların uzaklaştırılması ya da  değiştirilmesi 

şeklinde olan dinamik ve karmaşık bir işlemdir. Bu süreçte yaradaki enfeksiyonun önlenmesi 

önemlidir. CS'ın antibakteriyel aktivitesi sayesinde yara iyileştirme için hazırlanan yara sargı 

bezinin kullanılması (hemostatik aktivite) yönünden uygun bir malzeme olması önemli bir 

avantajdır [8]. V.K.H. Bui ve arkadaşları yara iyileştirmede kullanılan ZnO, TiO2 ve Ag 

nanopartiküllerini CS ile kombine ederek, bu partiküllerin antimikrobiyal özelliklerini 

arttırmışlardır [9].  

 

Atıksu arıtımı konusunda çeşitli araştırmaların yapıldığı kaynaklarca görülmektedir [10]. 

Yüksek içerikli amino grupları sayesinde, organik ve inorganik kirleticileri adsorbe edebilen 

CS, biyolojik ortama uyumlu olması nedeniyle çevre dostu olan bir polisakkarittir. 

Endüstriyel atık sularından ağır metal iyonlarının uzaklaştırılması üzerine çalışma yapan 

M.A. Badawi ve arkadaşları tannik asit ile CS’ı modifiye etmişlerdir. Bu araştırmalarında 

ağır metaller sınıfından alüminyum ve kurşunun verimli olarak ortamdan uzaklaştırdıklarını 

ve bunun için en uygun pH’nın 6 olduğunu ifade etmişlerdir. Kurşunun Pb(OH)4
2− , 

alüminyumun ise [Al(OH)4]
− yapısında uzaklaştırıldığını belirtmişlerdir [11]. 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141813017301642#!
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Pb2+ + OH- → Pb(OH)4
2-  (Alkali ortamı) 

Al3+ + OH- → [Al(OH)4]
- (Alkali ortamı) 

 

Tarımsal üretimdeki sorunları çözmek için (biyolojik çeşitliliğe hasar, doğal ve tarımsal 

sistemlere verilen zarar ve halk sağlığı endişeleri gibi..), bitki koruma ürünlerinin 

kullanılması gerekmektedir. Çevre dostu pestisitlerin kullanılması önemlidir. Kaliteli bir 

üretim için kullanılan tarımsal mücadelede CS’ın kullanılmasının tavsiye edildiği 

görülmektedir. Örneğin, 2013 yılında A.Y. Mansilla ve arkadaşları domates yaprakları 

üzerine Pto DC3000 bileşiği ve CS ile dört farklı koşullarda (Şekil 2.2) muamele ederek 

meydana gelen değişiklikleri şekildeki gibi gözlemlemişlerdir. Araştırmacılar CS’ın çevre 

dostu bir pestisit olabileceğini ifade etmişlerdir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.2. Çitosanın Pto DC3000’e karşı domates fidelerinde bakteriyel yerleşmesi 

 

Aktif gıda ambalajlama, gıdanın kalite ve güvenilirliğini sürdürmek, raf ömrünü uzatmak 

için geliştirilen yeni bir gıda ambalajlama yöntemidir. Bu yöntemde, genellikle 

antimikrobiyal, antioksidan özellikli film ve kaplamaların kullanıldığı materyaller 

kullanılmaktadır [12]. Aktif gıda ambalajında, ambalajlanan gıda çevresiyle pozitif 

etkileşime girdiğinden tazelik ve raf ömrü açısından geleneksel ambalajlamaya göre daha 

etkilidir [13]. 

 

I. Leceta ve arkadaşları, esnekleştirici olarak gliserolün kullanıldığı ve ağırlıkça % 1 asetik 

asit çözeltisi içinde çözünen % 1’lik CS hazırlayarak bebek havuçlar üzerine araştırma
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yapmışlardır. Modifiye atmosfer paketleme (gıdanın çevresindeki atmosferi değiştirmek) 

yöntemini kullanan araştırmacılar, CS ile kaplanan bebek havuçlarının renk, koku, tat ve 

görünüm açısından daha iyi korunduğunu belirtmişlerdir [14]. 

 

Deniz kökenli ve antimikrobiyal özelliği olan CS kozmetik sektörlerinde yaygın olarak 

kullanılmaktadır [15]. Güneş ışınlarından zarar görmüş cilt tedavisi üzerine araştırma yapan 

R. Morsy ve arkadaşları, CS içerikli jel yapıda (CS-hidroksiapatit) olan polimer matriksi 

hazırlamışlardır. Bunun için güneş ışınından zarar görmüş 110 farklı hastadan alınan cilt 

örneklerini CS içerikli jelden oluşan bandaja muamele etmişlerdir. Bu bandajın birçok ilaca 

dirençli olan Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae ve Pseudomonas aeruginosa 

gibi patojenlere karşı iyileştirmede %64 civarında başarılı olduğunu belirtmişlerdir [16]. 

 

                              

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 2.1. Çalışılan bakterilerin (Staphylococcus aureus-a; Klebsiella pneumoniae-b; 

                      ve Pseudomonas aeruginosa-c) yapısal değişikliğini gösteren TEM görüntüsü 

 

CS, kağıt endüstrisinde ( kağıt yapım sürecinin ve özelliklerinin geliştirilmesi) yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Gerçekten de, CS'ın selülozunkine benzer moleküler yapısı ve bu 

moleküller arası güçlü bağların oluşumu kağıdın mekanik gücünü arttırır.  

 

K. Khwaldia ve arkadaşları paketlemede kullanılan kağıdın mekanik özelliğini arttırmak için 

CS’den faydalanmışlardır. % 12 kazein/CS kaplı kağıdın maksimum çekme mukavemeti 

testi sonucunda yüklere dayanma kapasitesinin arttığını ifade etmişlerdir [17]. 
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a)                                                                 b)       

 

c)  

  

Resim 2.2 a) Kaplanmamış kağıt, b) %12 kazein kaplı kağıt, c) %12 kazein/CS kaplı 

                 kağıdın SEM görüntüsü 

 

Tekstil endüstrisinde kullanılan önemli ajanlardan birinin CS olduğu görülmektedir [18]. 

Yang ve arkadaşları, CS ile kaplı pamuklu kumaşların yıkamaya karşı olan dayanıklılığın % 

9 oranında arttığını belirtmişlerdir [19]. 

 

2.2. Ferrosen ve Özellikleri 

 

Redoks özelliğine sahip olan ferrosen (Fc), merkezdeki demir iyonunun birbirine zıt yönde 

bulunan iki siklopentadienil halkaları ile etkileşmiş organometalik bileşiktir. Amfifilik bir 

bileşik olan Fc, Fe (II) ve Fe (III) arasında oluşan dönüşüm ile hidrofobikten hidrofiliğe veya 

hidrofilikten hidrofobiğe doğru bir değişim gösterirler [20]. Bu nedenle Fc, hem hidrofobik 

hem de redoks duyarlı sistemlerin tasarlanmasında kullanılmaktadır [21]. Birçok ferrosenil 

türevleri, antitümör ajanlar olarak mükemmel etkilere sahip olduğundan bazı yeni türevleri 

halihazırda klinik deneylerde incelenmektedir [22]. Ayrıca ferrosenin, pH’ya duyarlı özelliği 
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nedeniyle Fc türevlerinin bulunduğu ilaç salınım sistemlerinde kullanımı için önemli bir 

avantaja sahiptir. 

 

Fc’nin keşfinden günümüze kadar olan bazı belirgin çalışmalar aşağıda kısaca özetlenmiştir.  

1951 yılında Kealy ve Pauson tarafından sentezlenmiş olup 1952 yılında Wilkinson, 

Woodward tarafından bağlanma ve aromatikliği ile sandviç yapısı keşfedilmiştir. 1969 

yılında Yeary tarafından yapılan bir çalışmada Fc’nin toksik yapıda olmadığı, 1971 yılında 

ise klinik kullanım için ilk ferrosen içeren ferroseron isimli ilacın onayının verildiği 

görülmektedir. 

 

1973 yılında Nobel Kimya Ödülü, metalosenler üzerine öncü çalışmaları olan Fischer ve 

Wilkinson’a verilmiştir. Marr ve grubu 1975’te, ferrosenin bir biyoizoster (moleküler 

modifikasyon yöntemi) olarak kullanılabileceğini önermişlerdir. Brynes ve meslektaşları 

1978 yılında antikanser araştırmalarında ferrosenil türevlerinin kullanımı ile ilgili ilk 

çalışmayı gerçekleştirmişlerdir. 

  

1984’te Köpf-Maier ve iş arkadaşları, farelerde oluşturulmuş Ehrlich asit tümörleri üzerine 

ferrosenyum tuzlarını kullandıklarında başarılı bir tedavi gerçekleştirmişlerdir. Bu 

araştırmayı takiben 1990 yılında  Neuse ve Kanzawa isimli araştırmacılar ilaç tasarımında 

ferrosenil türevlerini içeren bir kavram ortaya koymuşlardır. 

  

Antikanser ilacı olan tamoksifene model olan ferrosifenin keşfi 1996 yılında olup, 1997’de 

Hiroshi ve Masahiro, ferrosenin sitotoksisiteyi indükleyebilecek hidroksi radikalini 

oluşturabildiğini göstermişlerdir. Aynı yıl, sıtma tedavisinde ve 2020 yılının başından 

itibaren corona virüs tedavisinde kullanılan klorokine benzer bir yapıda olan ferrokini 

keşfetmişlerdir. 

 

2003 yılında klinik deneylerde ferrokinin kullanılmaya başlanmıştır. 1996 yılında 

keşfedilmiş olan ve günümüzde antikanser ilaç olarak kullanılan ferrosifenin klinik öncesi 

değerlendirmelerini hızlandırmak için 2014 yılında Feroscan isimli bir araştırma şirketi 

kurulmuştur [23]. 
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2.2.1. Ferrosen ile modifiye edilmiş çalışmalar 

 

1984’den günümüze kadar altı önemli kategoride ferrosen bileşiklerinin kullanıldığı ve 

değerlendirildiği çalışmalar yapılmıştır. Bunlar; ferrosen tabanlı polipirol ve politiyofenler, 

ferrosen tabanlı siklodekstrinler, ferrosen tabanlı polietilenimin, ferrosen tabanlı 

dendrimerler, ferrosen tabanlı polivinilferrosen ve ferrosen tabanlı çitosan türevleri 

şeklindedir [24]. Polipirol ve politiyofen üzerine olan çalışmalarda, ferrosenin redoks 

özelliğinden faydalanılarak iletken polimerlerin elektronik iletkenliğini geliştirmek için 

kullanıldığı görülmektedir. 

   

Siklodekstrinlerin çözünürlüğü zayıf olduğu için Fc’nin kullanılarak çözünürlüğe katkı 

sağladığı belirtilmektedir. Elektrokimya çalışmalarında kullanılan ferrosen katkılı 

siklodekstrinlerin (Fc-CD),  özellikle sensör kullanımında elektrot yüzeyi ile Fc-CD arasında 

elektron transferinde önemli katkı sağladığı görülmektedir [25]. H.L. Lan ve arkadaşları, 

lineer polietilenimin ve dallanmış polietileniminlere ferrosenin takılmasıyla redoks 

polimerleri oluşturmuşlardır [26]. 

 

Polimerik materyallerin yeni bir sınıfı olan dendrimerler, çok dallanmış genellikle küresel 

ve üç boyutlu yapılardır. Son yıllarda Fc tabanlı PAMAM (Poli amidoamin) dendrimerleri 

üzerine yaygın araştırmaların yapıldığı görülmektedir. Bu araştırmalarda yine  Fc’nin redoks 

özelliği önemli katkı sağlamaktadır. Fc’nin başlangıç noktası olarak kulanıldığı dendritik 

yapıların geniş yüzey alanına sahip olmasından dolayı çeşitli sensör ve immobilizasyon 

araştırmalarında kullanıldığı görülmektedir [27]. Fc’nin aldehit, çitosanın NH2 grubu 

arasında olan tepkime sonucunda Schiff bazını NaCNBH3 (sodyumsiyanoborohidrid) 

katalizörünü kullanarak sentezleyen (Şekil 2.3) W. Yang ve arkadaşları, Fc’nin hidrofobik 

yapısından  faydalanarak glukoza duyarlı elektrot tasarımı için kullanmışlardır [28]. 

 

 

Şekil 2.3. Ferrosen bazlı çitosanın sentezi 
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2.2.2. Ferrosen-çitosan-enzim üzerine yapılmış çalışmalar 

 

D. Yao ve arkadaşları, in vivo olarak ürik asitin yüksek hassasiyet ve seçicilikte teşhis 

edilebilmesi için mikrodiyaliz probu hazırlamışlardır. Ferrosen hapsedilmiş poliüretan ve 

çitosandan hazırlanan proba Streptavidin-biotinin immobilize edilmiştir. Aşağıda verilen 

tepkimeler zinciri oluşturularak  kemilüminesans (kimyasal ışıldama) reaksiyonuna dayalı 

bir algılama sistemini geliştirmişler, teşhis sırasında oluşabilecek girişimleri azaltmak için 

de ferrosenin kullanıldığı belirtilmiştir [29]. 

 

Ürik asit + O2 +  2H2O urikaz→Allantoin (C4H6N4O3) + CO2 + H2O2 

TCPO (C14H4Cl6O4)+ H2O2 + rubren (C42H28) trietilamin → hv 

 

Günümüzde amperometrik enzim bazlı biyosensörler, kimyasal ve biyomedikal analiz, 

kirlilik izleme, biyoteknoloji, gıda ve tarımsal ürün işleme gibi çeşitli teknoloji alanlarında 

kullanılan ümit verici sensörlerdir [30,31]. Bu amaçla J.D. Qui ve arkadaşları 

ferrosenkarboksaldehiti (Fc-ald) çok duvarlı karbon nanotüplere (MWNTs) bağlayabilmek 

için etilendiaminden faydalanmışlardır (MWNTs-Fc). Daha sonra (MWNTs-Fc)’ı çitosan ile 

kompozitini hazırlayarak yüksek hassasiyete sahip glukoza duyarlı sensör tasarlamışlardır 

[32]. 

 

C. Sun ve arkadaşları 2007 yılında CS-Fc-ald hibritini hazırlarken ferrosenkarboksaldehit 

ile alkillendirilmiş CS’nin tepkimesinden faydalanmışlardır. Böylece yeni redoks özellikli 

polisakkarit oluşturduklarını ve immobilizasyon için mükemmel bir matriksin meydana 

geldiğini ifade etmişlerdir. CS-Fc-ald matriksindeki Fc miktarının belirlenmesi için 1H-

NMR spektrumundan faydalanmışlardır [28]. 

 

2.3. Enzimler 

 

Sağlık ve endüstri alanında kullanılan enzimler, optimum  sıcaklık ve basınçta aktivitesi ve 

seçiciliği yüksek (sadece bir ürün oluşturmak gibi) olan faydalı katalizörlerdir [33]. Özellikle 

yeşil kimya alanında önemli olan  enzimler enerji tüketimini, çözücülerin kullanımını ve yan 

ürünlerin oluşumunu azaltan önemli araçlardır [34]. Enzimler substratlarını oluştururken 

optimum özelliklere sahiptir. 
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Pek çok kez, endüstriyel alana uygun bir biyokatalizörü hazırlamak için, enzimin  

özelliklerini hedef substratlara göre geliştirmek gerekir. Fakat çoğu endüstriyel proseste, 

enzimlerin denatüre olduğu yüksek sıcaklık ve pH koşullarda çalışmayı gerektirebilir. Bu 

durum enzimin aktivitesinin kaybına neden olur. 

 

Enzim özelliklerini geliştirmek için günümüzde mikrobiyoloji (termofilik organizmaların 

kullanımı, metagenomikler) [35], genetik aletler (sahaya yönelik mutajenez, yönlendirilmiş 

evrim) [36] ve fizikokimyasal modifikasyonlar (örn, immobilizasyon) gibi birçok farklı 

seçenekler vardır [37]. Bu modifikasyonlardan en yaygın olanı, enzimin yüzeyini 

fizikokimyasal olarak değiştirmektir. Böyle bir modifikasyonla enzimin aktifliğinin 

geliştirilmesi mümkün olabilir. Hatta susuz ortamlarda bile enzimin aktifliği 

modifikasyonlarla arttırılabilir [38]. 

 

2.4. Enzim İmmobilizasyonu 

 

İmmobilize enzim terimi “enzimlerin katalitik aktivitelerinin korunduğu, tekrarlı ve sürekli 

olarak kullanılabildiği belirli bir alana hapsedilmesi veya sınırlanması” anlamını 

taşımaktadır [39]. 

 

İmmobilize enzimlerin çözünür enzimlere göre kararlılığının yüksek olması ve reaksiyon 

ortamından kolayca ayrılabilmesi enzimin kullanımına yönelik önemli bir tasarruf 

sağlamaktadır [40]. Enzimler, çeşitli yöntemlerle immobilize edilebilir. İmmobilizasyonda 

kullanılan  metotlarının sınıflandırılması aşağıdaki şekilde gösterilmiştir (Şekil 2.4):  

 

 

 

Şekil 2.4. Enzim immobilizasyon yöntemlerinin şematik gösterimi 

Enzim İmmobilizasyon

Yöntemleri

Kapsülleme

veya Hapsetme

Taşıyıcıya 

Bağlama
Çapraz 

Bağlama
Adsorpsiyon veya 

İyonik Bağlanma

Kovalent

Bağlanma
Kapsülleme Hapsetme
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Taşıyıcıya bağlanma yöntemlerinden biri olan adsorpsiyon yöntemi, nispeten basit ve ucuz 

bir metot olup, enzimin yapısı kimyasal olarak değişmez. Ancak özellikle, adsorbe olan 

enzimin H2O’un olduğu çözücülerde çalışılması sırasında ayrılma eğilimi gösterdiği için bu 

yöntemin kullanılması sınırlıdır. 

 

Kapsülleme veya hapsetme, enzimin bir polimer ağına hapsedilmesidir. Bunun için organik 

polimer, silika sol-jel, oyuk bir fiber veya mikrokapsül membran kullanılabilir. Enzimlerin 

bir taşıyıcıda tutulması fiziksel bağlanma, kovalent bağlanma ve iyonik bağlanma 

şeklindedir. Optimum şartlara göre bu bağlanma türlerinden en kuvvetlisi kovalent bağlanma 

olarak değerlendirilebilir [41]. 

 

Enzim immobilizasyon çalışmasında, enzimin kararlılığına ve kinetiğine etkili olması için 

kullanılan destek materyali önemlidir. İdeal destek materyalin, basınca karşı dirençli, 

hidrofilik, enzimlere karşı inert, biyolojik uyumlu, mikrobiyal saldırıya karşı dirençli ve 

düşük maliyetli olması tercih edilir [42]. 

 

2.5. Enzim Kinetiği 

 

Enzimle katalizlenen bir reaksiyonun hız ve mekanizmasının incelendiği bilim dalı olarak 

ifade edilebilir. 

 

k1 hız sabiti k2 ye göre çok yüksek olduğundan, enzimatik tepkimenin hızı, k2 hız sabitine 

göre belirlenir. 

 

 

 

Şekil 2.5. Enzimatik bir reaksiyonun şematik gösterimi 

 

Enzim substrat ilişkilerinin incelendiği Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri 

enzim kinetiğinin en basit ve önemli modelidir. 
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Şekil 2.6. Michaelis-Menten grafiği (Vmak: maksimum hız, Km: Michaelis-Menten sabiti) 

 

Michaelis-Menten grafiğinde, artan substrat konsantrasyonuyla reaksiyon hızı başlangıçta 

doğrusal bir şekilde artarken, enzim subsrata doymaya başladıkça reaksiyon hızı substrat 

konsantrasyonuna paralel olarak artışın olmadığı görülmektedir [43]. 

 

 

(2.1) 

 

Michaelis-Menten eşitliği (2.1), deneysel verilerin daha kolay çizilebilmesi için eşitliğin her 

iki tarafı da ters çevrilerek Lineweaver-Burk eşitliği (2.2) elde edilir. 

 

  

(2.2) 

 

Lineweaver-Burk eşitliğinden yararlanılarak elde edilen grafik yardımıyla Km ve Vmak 

değerleri bulunur [44]. 

 

 
 

Şekil 2.7. Lineweaver-Burk grafiği 

V0

Vmak x [S]

Km + [S]
Km

(k1 + k2)

k1

V0

Km

Vmak x [S]

1 1

Vmak
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1/ [S] (1/ mM)

1
/ 

V
0

(1
/ 

(µ
M
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k
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1/ Vmak

-1/ Km

Eğim = Km / Vmak
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2.6. Çift Enzim İmmobilizasyonu Üzerine Yapılmış Çalışmalar 

 

Y. Wang ve arkadaşları alkalaz ve tripsin enzimlerini modifiye edilmiş çitosan üzerine 

immobilize ederek çift enzim immobilizasyonunu gerçekleştirmişlerdir. Bu çalışmada 

serbest enzimler ile immobilize çift enzimlerin optimum koşullarını belirleyerek Km ve Vmax 

değerlerini karşılaştırmışlardır [45]. Bu çalışmanın devamı olarak magnetik Fe3O4-çitosan 

desteği üzerine çift enzim immobilizasyonunu gerçekleştirerek kinetik parametreleri 

belirlemişlerdir [46]. 

 

 

     

Şekil 2.8. Çitosan ile aşılanmış polianilin kriyojeli 

 

Çift enzim immobilizasyonunu yapmak için sensör tasarlayan araştırmacıların, çok karbonlu 

nanotüpler ve çitosandan faydalanıldığı görülmüştür. Bu amaçla, nanotüplerin çitosan ile 

aşılanmış polianilinden hazırlanan sensör ile aldolaz ve pirüvat oksidaz enzimlerinin 

optimum şartları araştırılmıştır [47]. 

 

2.7. Pepsin Enzimi 

 

Pepsin midenin başlıca asit proteazı olup proteinlerin parçalanmasından sorumlu enzim 

grubudur. Proteaz enzimi peptit bağlarının hidroliz reaksiyonu ile yıkımını katalizler. 

1825’te T. Schwann tarafından tanımlanmış ilk enzim olarak bilinir. Ayrıca üreazdan sonra 

kristalize olan ikinci enzimdir. Pepsin, mide zarı tarafından inaktif bir formda sentezlenir. 

Sindirim işlevi olmayan pepsinojen pepsinin öncülüdür. Pepsinojen aktif değildir. Aktif hale 

gelmesi için (sindirim işleminin olabilmesi için) HCl ile tepkimeye girmelidir. HCl ise 

gastrik mukoza hücreleri tarafından oluşturulmaktadır [48]. 

 

2.8. Lipaz Enzimi 

 

Lipazlar (triaçilgliserol açilhidrolaz, EC 3.1.1.3), triaçilgliserolleri gliserol ve yağ asitlerine 

hidrolizleyen enzimlerdir.  
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Düşük aktivasyon enerjisine sahip olduklarından çevre dostu olarak tanımlanırlar. Lipazlar, 

yüksek verimde hayvan, bitki ve mikrobiyal organizmalar tarafından üretilir. Kemoseçicilik, 

regioseçicilik (yer seçiciliği) ve stereoseçicilik gibi özelliklerinden dolayı lipazlar, hidroliz 

ve sentez reaksiyonlarında biyokatalizörler olarak yaygın şekilde kullanılmaktadır [49]. 

 

Son zamanlarda, trigliseritleri yağ asidi alkil esterlerine dönüştürerek biyodizel üretiminde 

katalizör olarak lipaz enziminin kullanıldığı bildirilmektedir. Ancak lipaz enziminin 

kararlılığının düşük olmasından dolayı yeniden kullanımı ve geri kazanımı zayıftır. Lipaz 

enziminin endüstriyel uygulama sırasında avantajlı hale gelmesi için immobilizasyon 

yönteminden faydalanılmaktadır.  

 

2.9. Pepsin ve Lipaz Enzimleri İle Yapılmış Çalışmalar 

 

G.D. Altun ve arkadaşları çitosan üzerine pepsin enzimini immobilize ederek immobilize 

enzimin  optimum şartlarını belirlemişlerdir. Araştırmacılar enzimi immobilize ederken 

gluteraldehitten faydalanarak enzim ve çitosan arasında Schiff bazının meydana geldiğini 

FT-IR spektrumu ile belirlemişlerdir [50]. 

 

 

 

Şekil 2.9. Poli(metilmetakrilat) mikrokürelerini akrilaldehit ile modifiye ettikten sonra 

                pepsin enziminin immobilizasyonu reaksiyonunun şematik gösterimi 

 

S. Li ve arkadaşları poli(metilmetakrilat) mikrokürelerini akrilaldehit ile modifiye ettikten 

sonra pepsin enzimini immobilize etmişlerdir. Pepsin enzimini %50 oranında immobilize 

eden araştırmacılar, serbest enzimin optimum sıcaklığı 47˚C iken, immobilize enzimin 43 

˚C’ye kaydığını belirtmişlerdir [51]. Protein analizi için pepsin enzimini immobilize eden 
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W. Han ve arkadaşları destek materyali olarak aldehit ile modifiye edilmiş “poli(glisidil 

metakrilat-ko metilmetakrilat/PGM)” polimerini kullanmışlardır. Protein analizi yaparken 

LC-MS ve LC-MS/MS spektrumlarından faydalanmışlardır [52]. 

 

 

 

Şekil 2.10. Pepsin enzimi ile immobilize olan PGM-CHO monolitinin hazırlanışı 

  

Çitosan ile modifiye edilmiş mikrokürelere poli (sitiren-ko-glisidil metakrilat) (PSt-GMA) 

pepsin enzimini immobilize eden G. Peng ve arkadaşları, immobilize olan enzimin aktifliğini 

50 gün boyunca takip etmişler, 50. günün sonunda serbest enzime göre (%20) aktifliğinin 

%70 oranında korunduğunu belirtmişlerdir. Bunun nedeni olarak çitosan ile modifiye 

edilmiş desteğin pepsin enzimi ile biyouyumlu olmasından kaynaklandığını söylemişlerdir. 
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3. MATERYAL VE METOT 

 

3.1. Kimyasal Maddeler ve Cihazlar 

 

3.1.1. Kimyasal maddeler 

 

Deneysel çalışmalar sırasında kullanılan kimyasal maddeler, enzimlerin kodları ve firma 

bilgilerine aşağıda yer verilmiştir. 

 

Çizelge 3.1. Kimyasal listesi 

 

Kimyasal Madde Üretici Firma 

Hemoglobin  (H2625)  

 

 

 

 

 

Sigma-Aldrich 

Trikloroasetik asit (TCA, T6399) 

Lipaz (EC 3.1.1.3, L3126) 

p-Nitrofenil palmitat (N2752) 

Triton X-100 (T8787) 

Akasya sakızı (51198) 

Sodyum dihidrojen fosfat (NaH2PO4,120g/mol) 

Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4,142 g/mol 

Boraks (Na2B4O7.10H2O, 201,24 g/mol ) 

Sodyumhidroksit ( NaOH,40 g/mol) 

Hidroklorik Asit 

Sodyumbikarbonat 

Glisin 

Tris-HCl tamponu (pH=10) 

Çitosan (48165)                           Fluka BioChemica 

Ferrosenkarboksaldehit (% 98) Acros Organics 

Potasyum klorür Agrinova 

Borat Supelco 

Nitrik Asit Carlo Erba 

Demir (II) klorür Emir Kimya 

Sitrat Emir Kimya 

2-Propanol  Merck 

Etanol (46,070 g/mol, % 99.8) Carlo Erba 

Aseton  Emir Kimya 
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3.1.2. Cihazlar 

  

pH metre 

 

Jenway 3010  model pH metre cihazı, tampon çözeltilerin pH’sını ayarlamada kullanılmıştır. 

 

Ultraviyole – görünür bölge spektrofotometresi 

 

UV-GB spektrumları UV-1800 ENG240V, SOFT model spektrofotometre ile 700-180 nm 

aralığında alınmıştır.  

 

Çalkalamalı, sıcaklık kontrollü su banyosu 

 

Wisebath WSB-18 model su banyosu ile çalışmalarda hem sıcaklık kontrolü hem de 

karıştırma işlemi sağlanmıştır. 

  

Element analizi (C,H,N) 

 

Element analizleri LECO, CHNS-932 elementel analiz cihazı ile Gazi Üniversitesi Fen 

Fakültesi araştırma laboratuvarında yapılmıştır. 

 

FT-IR (Fourier dönüşümlü kızılötesi spektrometrisi)  

 

Sentezlenen tüm polimerlerin FT-IR spektrumları Gazi Üniversitesi Fen Fakültesi’nde 

Mattson-1000 FT-IR model cihaz ile 4000-400 cm-1 aralığında alınmıştır.  

 

Katı 13C-NMR (Nükleer magnetik rezonans spektrometresi) 

 

13C-NMR Spektrumları ODTÜ analiz laboratuvarındaki, Bruker-Spectrometer Avance TM 

300 MHz WB’de alındı. 
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Atomik absorpsiyon spektrofotometresi 

 

Ferrosen takılı çitosandaki demir (Fe) yüzdesi bölümümüzde bulunan Philips PU 9285 

model alevli atomik absorpsiyon spektrometresi ile belirlendi. H2SO4 eritişi ile örnekler 

hazırlandı.  

 

Metal yüzdeleri aynı yerde Perkin Elmer Analyst 400 marka atomik absorpsiyon 

spektrofotometrisi cihazı ile yapılmıştır. 

 

    

 

Resim 3.1. Atomik absorpsiyon spektrofotometrisi cihazının, hazırlanan standartlar ve 

                  örneklerin görüntüsü 

 

Parçacık boyutu analizi (Zetasizer) 

 

pH 10 Tris-HCl tamponunda çözünen CS ve CS-Fc-ald’in parçacık boyutu analizi akıllı 

malzeme araştırma laboratuvarında Zetasizer NS modeli ile ölçülmüştür. 

 

Dört nokta iletkenlik ölçer (Four-Probe) ve iletkenlik ölçümü 

 

Sıkıştırılarak pellet haline getirilen örneklerin iletkenlikleri doğru akım veya alternatif akım  

kullanılarak dört nokta tekniği ile ölçüldü. Van der Pauw tarafından geliştirilen dört nokta 

tekniğinde sıkıştırılarak pellet haline getirilen ve böylece belirli kalınlık ve alanlarda 

hazırlanan örneklere dört adet elektrot yerleştirildi. Böylece örneklerin katı hal iletkenliği 

belirlendi. Çalışılan numuneler 0,65-0,70 arasında değişen örnekler yaklaşık 5 bar 

basınçaltında sıkıştırılarak pelletler haline getirildi. Hazırlanan örneklerin pellet kalınlığı 
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ölçüldükten sonra numunelerin doğru akım iletkenlikleri, prop aralığı 0,2 cm olan dört nokta 

aleti ile oda sıcaklığında ölçüldü. 

 

3.2. Hazırlanan Çözeltiler 

 

pH 1-6 (C2H5NO2/HCl) tamponu; 0,3753 g (0,05 M) C2H5NO2 (glisin) ve  0.05 M HCl 100 

mL su içerisinde çözülmüştür. Üzerine 1 M HCl çözeltisinden pH 1 olana kadar damla damla 

eklenmiştir. 

 

pH 2 (KCl/HCl) tamponu; 0,7456 g (0,1 M) KCl (potasyum klorür) ve 0,1 M HCl 100 mL 

su içerisinde çözülmüştür. Üzerine 1 M HCl çözeltisinden pH 2 olana kadar damla damla 

eklenmiştir. 

 

pH 3-4 (C6H5Na3O7.2H2O) tamponu; 2,941 g (0,1 M) C6H5Na3O7.2H2O (sodyum sitrat 

dihidrat) 100 mL su içerisinde çözülmüştür. pH 3 için, çözelti üzerine 1 M HCl çözeltisinden 

pH 3 olana kadar damla damla eklenmiştir. pH 4 için, çözelti üzerine 1 M HCl çözeltisinden 

pH 4 olana kadar damla damla eklenmiştir. 

 

pH 6-8 (Na2HPO4/NaH2PO4) tamponu; 3,5814 g (0,1 M) Na2HPO4/NaH2PO4 (sodyum 

fosfat) 100 mL su içerisinde çözülmüştür. pH 6 tamponu için, çözelti üzerine 1 M HCl  

çözeltisinden pH 6 olana kadar damla damla eklenmiştir. pH 7 tamponu için, çözelti üzerine 

1 M HCl çözeltisinden pH 7 olana kadar damla damla eklenmiştir. pH 8 tamponu için, çözelti 

üzerine 1 M NaOHçözeltisinden pH 8 olana kadar damla damla eklenmiştir. 

 

pH 9-10 (Na2B4O7/HCl) tamponu; 2,0122 g (0,1 M) Na2B4O7 (disodyum tetraborat) 100 mL 

su içerisinde çözülmüştür. pH 9 tamponu için, çözelti üzerine 1 M NaOH çözeltisinden pH 

9 olana kadar damla damla eklenmiştir. pH 10 tamponu için, çözelti üzerine 1 M NaOH 

çözeltisinden pH 10 olana kadar damla damla eklenmiştir. 

 

Pepsin enzim çözeltisi; 100 mg enzim 0,01 M 100 mL HCl içerisinde çözülmüştür. 

Hazırlanan bu çözelti buzdolabında -20˚C’de muhafaza edilmiştir. 

 

Hemoglobin (substrat) stok çözeltisi;  2,5 g hemoglobin 0,01M 100 mL HCl içerisinde 
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çözülmüştür. Hazırlanan bu çözelti buzdolabında -20˚C’de muhafaza edilmiştir. 

 

p-Nitrofenil palmitat (p-NPp) substrat  çözeltisi; 0,1 g akasya sakızı, 0,4 g Triton X-100 ve 

0,0377 g p-NPp 10 mL izopropil alkolde çözülerek 100 mM fosfat tamponu (pH 7) içerisinde 

100 mL’ye tamamlanmıştır. 

 

 

 

Resim 3.2. Deneysel süreçte hazırlanan tüm tampon çözeltilerin görüntüleri 

 

3.3. Ferrosenkarboksaldehit Takılı Çitosanın (CS-Fc-ald) Hazırlanması 

 

Bu çalışmada, önce katılma-ayrılma tepkimesine göre Schiff bazı içeren çitosan polimeri 

sentezlenmiştir. 

  

3.3.1. CS-Fc-ald’in hazırlanması 

 

Ferrosenkarboksaldehit içeren çitosanı sentezlemek için, ferrosenkarboksaldehitin çitosan 

ile katılma ayrılma tepkimesinden yararlanılmıştır. Bunun için, 60 mL etanolde çözülmüş 

2.0 g çitosan Poli-(1,4-β-D-glukopranosamin), geri soğutucuya bağlanmış iki boyunlu cam 

balona konulmuştur. 70˚C’de ısıtılmış geri soğutucu altında karıştırma işlemi yapılırken 

damlatma hunisi içerisindeki 1,0 g ferrosenkarboksaldehit (15 mL etanol içinde çözünmüş)  

damla damla balondaki çitosan çözeltisi üzerine ilave edilmiştir.  

 

Aldehit çözeltisi eklendikten sonra 6 saat geri soğutucu altında karıştırma ve ısıtma işlemine 

devam edilmiştir. Altı saatin sonunda temiz bir behere alınan karışım oda sıcaklığına 

geldikten sonra süzülmüştür. CS-Fc-ald etanol ile 3 defa yıkandıktan sonra 80˚C’deki etüvde 

1 gün boyunca kurutulmuştur. 
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3.4. CS-Fc-ald’ e Pepsin ve Lipaz Enziminin İmmobilizasyonu, Optimizasyonu  

 

Schiff bazı içeren çitosan polimeri sentezlenip karakterize edildikten sonra immobilizasyon 

çalışmaları yapılmıştır. CS-Fc-ald desteğine pepsin enzim immobilizasyonu: iki boyunlu 

balona, çalışılan polimerden 1,0 gram alınarak 20 mL saf suda çözülmüş 2,5 mg pepsin 

enzimi  eklenmiştir. Geri soğutucu altında 24 saat boyunca oda sıcaklığında (22˚C) 

çalışılmıştır. Tepkime sonunda, katı maddeler süzgeç kâğıdından süzülüp safsızlık ve 

tutulmayan enzim uzaklaştırılması için saf su ile yıkama yapılıp oda koşullarında 

kurutulmuştur. CS-Fc-ald desteğine lipaz enzim immobilizasyonu için de; yukarıda 

belirtilen immobilizasyon şartlarının aynısı lipaz enzim immobilizasyonu için de 

uygulanmıştır.  

 

3.4.1. İmmobilize pepsin ve serbest pepsin enziminin aktifliğine pH etkisi 

 

İmmobilize pepsin enziminin aktifliğine pH etkisini incelemek için immobilizasyonun 

gerçekleştirildiği CS-Fc-ald desteğinden 5’er mg alınarak 6 (altı) adet deney tüpüne 

konulmuştur. Üzerlerine pH tamponlarının (pH 1-6) her birinden 2,5 mL glisin-HCl 

tamponu, substrat çözeltisinden (hemoglobin) 0,5 mL alınarak 37˚C’de ultrasonik su 

banyosunda 30 dk karıştırılmıştır. Karıştırma işleminden sonra 5 mL trikloroasetik asit 

(TCA) eklenerek 30 dk daha karıştırma işlemine devam edilmiştir. Karıştırma işlemi 

bittikten sonra, santrifüjlenen çözeltinin berrak kısmı alınarak UV-GB spektrofotometresi 

ile 280 nm’deki maksimum absorbans değerleri belirlenmiştir. Bu absorbans değerleri 

grafikleştirilerek optimum pH belirlenmiştir. 

 

Serbest enzim ve immobilize enzimin optimum pH değerlerini kıyaslayabilmek için, serbest 

pepsinin aktifliğine pH etkisi de incelenmiştir. Bunun için, altı adet deney tüpü içerisine 

Bölüm 3.2.’de belirtildiği gibi hazırlanan serbest pepsin enzim çözeltisinden 0,5 mL alınarak 

immobilize enzim için yapılan işlemlerin aynısı tekrarlanmıştır. 

 

3.4.2. İmmobilize pepsin ve serbest pepsin enziminin aktifliğine sıcaklık etkisi 

 

İmmobilize pepsin enziminin aktifliğine sıcaklığın etkisini incelemek için 

immobilizasyonun gerçekleştirildiği CS-Fc-ald desteğinden 5’er mg alınarak yedi adet  
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deney tüpüne konulmuştur. Üzerlerine optimum pH’daki tampon çözeltisinden 2,5 mL ve 

substrat çözeltisinden (hemoglobin) 0,5 mL eklenerek 30 dk karıştırılmıştır. Bunu takiben 

çözeltiye 5 mL TCA eklenerek ultrasonik su banyosunda 30 dk karıştırma işlemine devam 

edilmiştir. Karıştırma işlemi bittikten sonra, santrifüjlenen çözeltinin berrak kısmı alınarak 

UV-GB spektrofotometresi ile 280 nm’de maksimum absorbans değişimi izlenmiştir. Bu 

işlem 20-70˚C sıcaklık değerleri arasında 10’ar derecelik artışlarla tekrarlanmıştır. Daha 

sonra bu değerler grafikleştirilerek çalışılan immobilize CS-Fc-ald desteği için optimum 

sıcaklık değerleri belirlenmiştir. 

 

Serbest enzim ve CS-Fc-ald’e tutturulmuş enzimin optimum sıcaklık değerlerini 

kıyaslayabilmek için serbest pepsinin aktifliğine sıcaklığın etkisi de incelenmiştir. Bunun 

için, yedi adet deney tüpü içerisine Bölüm 3.2.’de belirtildiği gibi hazırlanan serbest pepsin 

enzim çözeltisinden 0,5 mL alınarak immobilize enzim için yapılan işlemler tekrarlanmıştır. 

 

3.4.3. İmmobilize pepsin enziminin depolama kararlılığı  

 

CS-Fc-ald-Pep’in depolama kararlılığını incelemek için CS-Fc-ald-Pep’den 5 mg alınarak 

tüpe konulmuştur. Üzerine 2,5 mL optimum pH'daki tampon çözeltisi ve 0,5 mL hemoglobin 

(substrat) çözeltisinden eklenerek 30 dk karıştırılmıştır. Bunu takiben 5 mL TCA eklenerek 

30 dk daha ultrasonik su banyosunda karıştırma işlemine devam edilmiştir. Deney süreci 

bittiğinde santrifüjleme yapılarak UV-GB spektrofotometresi yardımıyla 280 nm’de 

absorbans değerleri okunmuştur. Bu işlem dört günde bir olmak üzere oda sıcaklığında 

tekrarlanmıştır. Böylece iki ay sonunda immobilize enzimin aktifliğini % kaç koruyabildiği 

hesaplanmıştır. 

  

3.4.4. İmmobilize lipaz ve serbest lipaz enziminin aktifliğine pH etkisi 

 

İmmobilize lipaz enziminin aktifliğine pH etkisini incelemek için immobilizasyonun 

gerçekleştirildiği CS-Fc-ald desteğinden 5’er mg alınarak 9 (dokuz) adet deney tüpüne 

konulmuştur. Üzerlerine pH tamponlarının (pH 2-9) her birinden 4 mL KCl-HCl (pH 2), 

sitrat-sitrik asit (pH 3 ve 4), fosfat (pH 6-8) ve borat-HCl (pH 9 ve 10)  tamponu, substrat 

çözeltisinden p-Nitrofenil palmitat (p-NPp)’dan 1 mL alınarak 37˚C’de ultrasonik su 

banyosunda 60 dk karıştırılmıştır. Karıştırma işlemi bittikten sonra, santrifüjlenen çözeltinin 

berrak kısmı alınarak UV-GB spektrofotometresi ile 405 nm’deki absorbans değerleri 
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belirlenmiştir. Bu absorbans değerleri grafikleştirilerek optimum pH belirlenmiştir. Serbest 

enzim ve immobilize enzimin optimum pH değerlerini kıyaslayabilmek için, serbest lipazın 

aktifliğine pH etkisi de incelenmiştir. Bunun için, dokuz adet deney tüpü içerisine serbest 

lipaz enziminden 2,5 mg alınarak immobilize enzim için yapılan işlemlerin aynısı 

tekrarlanmıştır. 

 

3.4.5. İmmobilize lipaz ve serbest lipaz enziminin aktifliğine sıcaklık etkisi 

 

İmmobilize lipaz enziminin aktifliğine sıcaklığın etkisini incelemek için immobilizasyonun 

gerçekleştirildiği CS-Fc-ald desteğinden 5 mg alınarak yedi adet deney tüpüne konulmuştur. 

Üzerlerine optimum pH’daki tampon çözeltisinden 4 mL ve substrat çözeltisinden (p-NPp) 

1 mL ilave edilmiştir. Karıştırma işlemi bittikten sonra, santrifüjlenen çözeltinin berrak 

kısmı alınarak UV-GB spektrofotometresi ile 405 nm’de absorbans değişimi izlenmiştir. Bu 

işlem 20-70˚C sıcaklık değerleri arasında 10’ar derecelik artışlarla tekrarlanmıştır. Daha 

sonra bu değerler grafikleştirilerek çalışılan immobilize CS-Fc-ald için optimum sıcaklık 

değerleri belirlenmiştir. 

 

Serbest enzim ve immobilizasyonun gerçekleştirildiği CS-Fc-ald desteğinin optimum 

sıcaklık değerlerini kıyaslayabilmek için serbest lipazın aktifliğine sıcaklığın etkisi de 

incelenmiştir. Bunun için, yedi adet deney tüpü içerisine serbest lipaz enziminden 2,5 mg 

alınarak immobilize enzim için yapılan işlemler tekrarlanmıştır. 

 

3.4.6. İmmobilize lipaz enziminin depolama kararlılığı  

 

(CS-Fc-ald-Lip)’in depolama kararlılığını incelemek için (CS-Fc-ald-Lip)’den 5’er mg 

alınarak tüplere konulmuştur. Üzerlerine 4 mL optimum pH'daki tampon çözeltisi ve 1 mL 

p-NPp (substrat) çözeltisinden eklenerek 60 dk karıştırılmıştır. Karıştırma işlemi bittikten 

sonra, santrifüjlenen çözeltinin berrak kısmı alınarak UV-GB spektrofotometresi yardımıyla 

405 nm’de absorbans değerleri okunmuştur. Bu işlem dört günde bir olmak üzere oda 

sıcaklığında tekrarlanmıştır. Böylece iki ay sonunda immobilize enzimin aktifliğini % kaç 

koruyabildiği hesaplanmıştır.  
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3.5. Çift Enzim (Pepsin ve Lipaz) İmmobilizasyonu ve Optimizasyonu 

  

Bölüm 3.4 de belirtildiği gibi elde edilen  (CS-Fc-ald-Pep) ve (CS-Fc-ald-Lip)’ten 5’er mg 

alınarak bir tüp içerisine konulup optimum şartlar belirlenmiştir. 

 

3.5.1. Çift enzim aktifliğine pH etkisi 

 

(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip)’in aktifliğine pH etkisi; (CS-Fc-ald-Pep) ve (CS-Fc-ald-

Lip) desteklerinden 5’er mg alınarak 10 (on) adet deney tüpüne konulmuştur. 

 

(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) çiftindeki immobilize lipazın optimum pH’sını 

belirlemek için uygulanan yöntem aşağıda belirtildiği gibi olmuştur. 

 

Tüplerdeki (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip)’in üzerine çalışılacak pH tamponlarından; 

[glisin-HCl /pH 1-2, sitrat-sitrik asit /pH 3-4, fosfat /pH 6-8 ve borat-HCl /pH 9 ve 10] 2,5 

mL, substrat çözeltisinden (hemoglobin) 0,5 mL alınarak 37 ̊ C’ de ultrasonik su banyosunda 

30 dk karıştırılmıştır. Karıştırma işleminden sonra 5 mL trikloroasetik asit (TCA) eklenerek 

30 dk daha karıştırma işlemine devam edilmiştir. Karıştırma işlemi bittikten sonra, 

santrifüjlenen çözeltinin berrak kısmı alınarak UV-GB spektrofotometresi ile 280 nm’deki 

absorbans değerleri belirlenmiştir.  

 

(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) çiftindeki immobilize pepsinin optimum pH’sını 

belirlemek için uygulanan yöntem aşağıda belirtildiği gibi olmuştur. 

 

Tüplerdeki (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip)’in üzerine çalışılacak pH tamponlarından; 

[glisin-HCl /pH 1-2, sitrat-sitrik asit /pH 3-4, fosfat /pH 6-8 ve borat-HCl /pH 9-10] 2,5 mL, 

substrat çözeltisinden p-nitrofenil palmitat (p-NPp) 1 mL alınarak 37 ˚C’ de ultrasonik su 

banyosunda 60 dk karıştırılmıştır. Karıştırma işlemi bittikten sonra, santrifüjlenen çözeltinin 

berrak kısmı alınarak UV-GB spektrofotometresi ile 405 nm’deki absorbans değerleri 

belirlenmiştir. 

  

(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) için her iki ortamda belirlenen absorbans değerleri 

grafikleştirilerek optimum pH’lar belirlenmiştir. 
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3.5.2. Çift enzim aktifliğine sıcaklık etkisi 

 

(CS-Fc-ald-Pep) ve (CS-Fc-ald-Lip) aktifliğine sıcaklık etkisini incelemek için (CS-Fc-ald-

Pep) ve (CS-Fc-ald-Lip) immobilize enzimlerinden 5’er mg alınarak 6 (altı) adet deney 

tüpüne konulmuştur. 

 

(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) çiftindeki immobilize lipazın optimum sıcaklığını 

belirlemek için uygulanan yöntem aşağıda belirtildiği gibi olmuştur. 

 

(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip)’in üzerine 4 mL pH 9 tamponu, substrat çözeltisinden (p-

nitrofenil palmitat /p-NPp) 1 mL alınarak ultrasonik su banyosunda 60 dk karıştırılmıştır. 

Bu işlem 20-70˚C sıcaklık değerleri arasında 10’ar derecelik artışlarla tekrarlanmıştır. 

Karıştırma işlemi bittikten sonra, santrifüjlenen çözeltinin berrak kısmı alınarak UV-GB 

spektrofotometresi ile 405 nm’deki absorbans değerleri belirlenmiştir. 

  

(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) çiftindeki immobilize pepsinin optimum sıcaklığını 

belirlemek için uygulanan yöntem aşağıda belirtildiği gibi olmuştur. 

 

(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip)’in üzerine 2,5 mL pH 4 (sitrat-sitrik asit) tamponu, 

substrat çözeltisinden (hemoglobin) 0,5 mL alınarak ultrasonik su banyosunda 30 dk 

karıştırılmıştır. Karıştırma işleminden sonra 5 mL trikloroasetik asit (TCA) eklenerek 30 dk 

daha karıştırma işlemine devam edilmiştir. Bu işlem 20-70˚C sıcaklık değerleri arasında 

10’ar derecelik artışlarla tekrarlanmıştır. Karıştırma işlemi bittikten sonra, santrifüjlenen 

çözeltinin berrak kısmı alınarak UV-GB spektrofotometresi ile 280 nm’deki absorbans 

değerleri belirlenmiştir. (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) için her iki ortamda belirlenen 

absorbans değerleri grafikleştirilerek optimum sıcaklıklar belirlenmiştir. 

 

3.5.3. Çift enzim aktifliğine substrat derişiminin etkisi 

 

(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip)’in aktifliğine hemoglobin substratının etkisini incelemek 

için (CS-Fc-ald-Pep) ve (CS-Fc-ald-Lip) immobilize enzimlerinden 5’er mg alınarak 7 

(yedi) adet deney tüpüne konulmuştur. Üzerlerine 0,243 M’lık stok hemoglobin 

çözeltisinden değişen miktarlarda (3,00-0,25 mL) ilave edilmiştir.  Tüplerdeki toplam hacim  
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8 mL olacak şekilde optimum pH’daki tampon çözeltisinden ilave edilip optimum sıcaklığa 

getirilmiş ultrasonik su banyosunda 30 dk karıştırılmıştır. Daha sonra her bir tüpe 5 mL TCA 

eklenip 30 dk daha karıştırma işlemine devam edilmiştir. Altı farklı derişime (0,0911-0,0075 

mM) sahip tüpler içerisindeki substrat çözeltilerinin absorbans değişimleri, karıştırma işlemi 

bittikten sonra, santrifüjlenen çözeltinin berrak kısmı alınarak UV-GB 

spektrofotometresinde 280 nm’de izlenmiştir.  

 

(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip)’in aktifliğine p-NPp substratının etkisini incelemek için 

(CS-Fc-ald-Pep) ve (CS-Fc-ald-Lip) immobilize enzimlerinden 5’er mg alınarak 9 (dokuz) 

adet deney tüpüne konulmuştur. Üzerlerine 1 mM’lık stok p-NPp çözeltisinden değişen 

miktarlarda (5,00-0,2 mL) ilave edilmiştir. Tüplerdeki toplam hacim 5 mL olacak şekilde 

optimum pH’daki tampon çözeltisinden ilave edilip optimum sıcaklığa getirilmiş ultrasonik 

su banyosunda 60 dk karıştırılmıştır. Dokuz farklı derişime (1,00-0,04 mM) sahip tüpler 

içerisindeki substrat çözeltilerinin absorbans değişimleri, karıştırma işlemi bittikten sonra, 

santrifüjlenen çözeltinin berrak kısmı alınarak UV-GB spektrofotometresinde 405 nm’de 

izlenmiştir.  

 

Serbest enzim ve çift enzimin (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) kinetik parametrelerini 

kıyaslayabilmek için serbest lipaz ve serbest pepsinin aktifliğine substrat derişiminin etkisi 

de incelenmiştir. Bunun için, tüp içerisine yukarıda çift enzim için hazırlanan koşullar 

serbest enzimler içinde aynı prosedürde uygulanmıştır. 

 

Artan substrat derişimine karşı absorbans değerleri grafiğe geçirilmiştir. Elde edilen grafiğin 

denkleminden (ax2+bx+c) eğim bulunup, 𝑣 = (
𝐴

𝑡
) 𝑥(

1

𝐸ğ𝑖𝑚
) formülü ile herbir derişim için 

hız değerleri hesaplanmış, Lineaweaver-Burk kalibrasyon grafiği çizilerek Km ve Vmak 

değerleri belirlenmiştir. 

 

3.5.4. Çift enzimin tekrar kullanılabilirliği 

 

Çift [(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip)] enzimdeki immobilize lipazın tekrar 

kullanılabilirliğini incelemek için (CS-Fc-ald-Pep) ve (CS-Fc-ald-Lip)’den 5’er mg alınarak 

bir tüp içerisine konulmuştur. Üzerine 4 mL optimum pH’daki tampon çözeltisi ve 1 mL 

substrat çözeltisinden p-nitrofenil palmitat (p-NPp) alınarak 50˚C’de ultrasonik su 
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banyosunda 60 dk karıştırılmıştır. Karıştırma işlemi bittikten sonra, santrifüjlenen çözeltinin 

berrak kısmı alınarak UV-GB spektrofotometresi ile 405 nm’deki absorbans değerleri 

belirlenmiştir. Çift [(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip)] enzimdeki immobilize pepsinin 

tekrar kullanılabilirliğini incelemek için (CS-Fc-ald-Pep) ve (CS-Fc-ald-Lip)’den 5’er mg 

alınarak bir tüp içerisine konulmuştur. (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip)’in üzerine 2,5 mL 

optimum pH’daki tampon çözeltisi, substrat çözeltisinden (hemoglobin) 0,5 mL alınarak 

60˚C’de ultrasonik su banyosunda 30 dk karıştırılmıştır. Karıştırma işleminden sonra 5 mL 

trikloroasetik asit (TCA) eklenerek 30 dk daha karıştırma işlemine devam edilmiştir. 

Karıştırma işlemi bittikten sonra, santrifüjlenen çözeltinin berrak kısmı alınarak UV-GB 

spektrofotometresi ile 280 nm’deki absorbans değerleri belirlenmiştir. (CS-Fc-ald-

Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) için her iki ortamda belirlenen absorbans değerleri grafikleştirilerek 

optimum pH’lar belirlenmiştir. 

 

3.5.5. Çift enzimin depolama kararlılığı 

 

Çift [(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip)] enzimdeki immobilize lipazın depolama 

kararlılığını incelemek için (CS-Fc-ald-Pep) ve (CS-Fc-ald-Lip)’den 5’er mg alınarak bir tüp 

içerisine konulmuştur. Üzerine 4 mL optimum pH’daki tampon çözeltisi ve 1 mL substrat 

çözeltisinden p-nitrofenil palmitat (p-NPp) alınarak 50˚C’de ultrasonik su banyosunda 60 dk 

karıştırılmıştır.Karıştırma işlemi bittikten sonra, santrifüjlenen çözeltinin berrak kısmı 

alınarak UV-GB spektrofotometresi ile 405 nm’deki absorbans değerleri belirlenmiştir Bu 

işlem dört günde bir olmak üzere oda sıcaklığında tekrarlanmıştır. Böylece immobilize 

enzimin aktifliğini % kaç koruyabildiği hesaplanmıştır. Çift [(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-

Lip)] enzimdeki immobilize pepsinin depolama kararlılığını incelemek için (CS-Fc-ald-Pep)  

ve (CS-Fc-ald-Lip)’den 5’er mg alınarak bir tüp içerisine konulmuştur. (CS-Fc-ald-

Pep)+(CS-Fc-ald-Lip)’in üzerine 2,5 mL optimum pH’daki tampon çözeltisi, substrat 

çözeltisinden (hemoglobin) 0,5 mL alınarak 60 ˚C’de ultrasonik su banyosunda 30 dk 

karıştırılmıştır. Karıştırma işleminden sonra 5 mL trikloroasetik asit (TCA) eklenerek 30 dk 

daha karıştırma işlemine devam edilmiştir. Deney süreci bittiğinde santrifüjleme yapılarak 

UV-GB spektrofotometresi ile 280 nm’deki absorbans değerleri belirlenmiştir. Bu işlem dört 

günde bir olmak üzere oda sıcaklığında tekrarlanmıştır. Böylece immobilize enzimin 

aktifliğini % kaç koruyabildiği hesaplanmıştır.   
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4. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Bu çalışmada, çift enzim immobilizasyonunda  kullanılmak üzere  ferrosenkarboksaldehit 

takılı çitosan (CS-Fc-ald) destek polimeri sentezlenmiştir. (CS-Fc-ald) polimerin element 

analizi, FT-IR, SEM/EDX, 13C-NMR, TGA ve Four-Probe tekniği ile iletkenlikleri alınarak 

karakterize edilmiştir. Ayrıca zeta potansiyel ölçüm cihazı ile parçacık boyut analizi 

belirlenmiştir. 

 

Daha sonra, (CS-Fc-ald) polimerine pepsin immobilize edilerek (Cs-Fc-ald-Pep) ve  lipaz 

immobilize edilerek (Cs-Fc-ald-Lip) veriler elde edilmiştir. Her iki immobilize enzimlerin 

optimum pH ve sıcaklık koşulları araştırılmıştır. Daha sonra çift enzim varlığında optimum 

pH ve sıcaklık koşulları belirlenerek karşılaştırılmıştır.  

 

4.1. Fiziksel, Kimyasal ve Spektral Özelliklerin Değerlendirilmesi 

 

Resim 4.1’de çitosan (CS) ve çitosan-ferrosenkarboksaldehit (CS-Fc-ald) polimerlerine ait 

fotoğraflar görülmektedir. 

 

 

 

Resim 4.1. Çalışılan CS ve CS-Fc-ald görüntüleri 

 

Element analizleri 

 

Çitosan (CS), ferrosenkarboksaldehit (Fc-ald) ve ferrosenkarboksaldehit takılı çitosanın 

(CS-Fc-ald) element analizi ile ilgili sonuçlar Bölüm 3.1.2 de belirtildiği şekilde alınarak 

Çizelge 4.1 de  gösterilmiştir.  
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Çizelge 4.1. CS, Fc-ald ve CS-Fc-ald’in  Mw ve element analiz yüzdeleri 

 
Mw* : Ağırlıkça ortalama mol kütlesi 

 

Demir iyonu tayini Bölüm 3.1.2’de anlatıldığı gibi hazırlanan Fe(II) nitratın 2 ppm, 4 ppm, 

6 ppm, 8 ppm ve 10 ppm’lik standart çözeltileri hazırlanarak CS-Fc-ald yapısındaki Fe(II) 

iyonu miktarı Şekil 4.1’de belirtildiği gibi kalibrasyon grafiğinden bulunmuştur.  

 

 

 

Şekil 4.1. Hazırlanan standartlar (Fe2+) ve (CS-Fc-ald) örneğindeki demir iyonunun 

                 kalibrasyon grafiği 

 

Element analiz sonuçları dikkate alındığında Şekil 4.2’deki gibi bir yapının meydana geldiği 

yorumu yapılabilir. 

Bileşik 

(Renk) 

Önerilen Birim 

(Mw) 

% Hesaplanan 

(Bulunan) 

C H N Fe 

Çitosan (CS) 

Beyaz 

C66H123N11O46 

*Mw =1805 

43,88 

(41,22) 

6,81 

(6,48) 

8,53 

(7,72) 

- 

Ferrosenkarboksaldehit (Fc-ald) 

Bordo 

C11H10FeO 

Mw =214 

61,68 

(61,11) 

  4,67 

(4,82) 

- 

- 

26,16 

(24,93) 

Çitosan-ferrosenkarboksaldehit 

(CS-Fc-ald) 
Turuncu 

C83H142N12O50Fe 

*Mw =2162 

46,04 

(45,57) 

6,56 

(6,73) 

7,77 

(6,34) 

(2,59) 

2,12 
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     (A) 

 

 

     (B) 

 

Şekil 4.2. Element analiz sonuçlarına göre öngörülen yapı: çitosan (A), 

                ferrosenkarboksaldehit takılı çitosan (B) 

 

Dört nokta iletkenlik ölçümü 

 

Çizelgeden de görüldüğü gibi çalışılan maddelerin iletkenliği 10-7-100 Scm-1 aralığında 

bulunmuştur. Bu durum, çalışılan CS, Fc-ald ve CS-Fc-ald’in iletkenlik ile ilgili 

araştırmalarda kullanılabileceğini göstermektedir. Fc-ald’in iletkenliğinin büyük çıkması 

redoksça aktif bileşik olmasından kaynaklandığı söylenebilir. Çitosana ferrosenin 

bağlanmasıyla artan iletkenlik Fe(II)/Fe(III) iyonlarının kısmi yük aktarımı sağlamasından 

kaynaklandığı düşünülebilir. CS ve CS-Fc-ald’lerin iletkenliğinin sırasıyla 5,45x10-5 ve  

5,62x10-5 olduğu Çizelge 4.2’de görülmektedir. Çitosanın iletkenliğinin artması, Fc-ald’in 

çitosana bağlandığının bir delili olarak da değerlendirilebilir. 

 
Çizelge 4.2. CS, Fc-ald ve CS-Fc-ald maddelerinin katı hal iletkenlik ölçüm değerleri ve 

                    pelletlerin görüntüleri 

 

Çalışılan Madde        Pelletlerin  İletkenlik 

(Scm-1) görüntüsü Kalınlığı (mm) 

Çitosan (CS) 

 

0,44 5,45x10-5 

Ferrosenkarboksaldehit (Fc-ald) 

 

0,28 9,08x10-5 

Çitosan-ferrosenkarboksaldehit 

(CS-Fc-ald)  

0,44 5,62x10-5 
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Zeta potansiyel ölçüm cihazı ile parçacık boyut analizi 

 

Şekil 4.3’de taneciklerin saçtığı ışığın yüzdesi, Çizelge 4.3’de ise taneciklerin boyutları 

verilmiştir. Zetasizer analiziyle, çitosan ve ferrosenkarboksaldehit takılı çitosanların 

parçacık boyutu incelemeleri sonucunda nano boyutta olduğu ve CS için, 11,70 nm ile 4205 

nm arasında değişen 3 farklı dağılım gösterdiği, bu büyüklüklerden en fazla olanın % 44, 2 

oranı ile 11, 70 nm’nin olduğu belirlenmiştir. CS-Fc-ald için ise, 11,48 nm ve 503,4 nm 

arasında 2 faklı boyutun olduğu ve % 64,7 oranıyla 11,48 nm’lik boyutun yapıda daha fazla 

olduğu belirlenmiştir. Bu sonuçla, ferrosenkarboksaldehitin çitosana bağlanması sonucunda 

büyüklük boyutunun daha az çeşitli olduğu ve polimer zincir uzunluğunun daha sadeleşerek 

yaklaşık 10 nm lik büyüklüklere sahip olduğu anlaşılmıştır (Çizelge 4.3.). 

 

Çizelge 4.3. CS ve CS-Fc-ald’in Zetasizer analizlerine göre boyut karşılaştırması 

 
Numune  Pik 1 Pik 2 Pik 3 

 Boyut (nm) Şiddeti (%) Boyut (nm) Şiddeti (%) Boyut (nm) Şiddeti (%) 

CS 11,70 44,2 4205 43,8 373,9 8,8 

CS-Fc 11,48 64,7 503,4 35,3 0,00 - 

 

Şekil 4.3’de verilen CS ve CS-Fc-ald grafikleri incelendiğinde Çizelge 4.3’de verilen pikler, 

taneciğin saçtığı ışık yüzdeleridir. Grafikler karşılaştırıldığında, CS-Fc-ald’e gönderilen ışık 

saçılımının CS’a göre daha fazla olduğu görülmektedir. CS taneciğinin saçtığı ışık yüzdesi 

%10 civarında iken, CS-Fc-ald taneciğinde saçılan ışık yüzdesi %15’in üzerindedir. Bu 

durum tanecik boyutu ile ilgilidir. CS-Fc-ald’in tanecik boyutu daha küçük olduğu için 

saçılan ışığın yüzdesi de artmştır. 

 

   

Şekil 4.3. CS ve CS-Fc-ald boyutu - saçılan ışık yoğunluğu (%) grafikleri 
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Fourier dönüşümlü kızılötesi spektrumları (FT-IR) 

 

Çitosan (CS), ferrosenkarboksaldehit (Fc-ald), ferrosenkarboksaldehit takılı çitosan (CS-Fc-

ald), lipaz enzimi, pepsin enzimi, (CS-Fc-ald-Lip) ve (CS-Fc-ald-Pep) için Fourier 

dönüşümlü kızılötesi spektrumları incelenerek aşağıda yorumlanmıştır. 

 

Çitosan (CS) ile ferrosenkarboksaldehitin (Fc-ald) katılma-ayrılma tepkimesi sonucunda 

oluşan ürün olan CS-Fc-ald polimerine ait FT-IR spektrumu aşağıda verilmiştir (Şekil 4.4). 

Çitosana ait FT-IR spektrumunda, 3357 cm-1 ve 3286 cm-1’deki piklerin amin gruplarına, 

3428 cm-1 deki yayvan pikin ise hidroksil grubuna ait olabileceği düşünülmüştür. 

 

 

 

Şekil 4.4. CS, Fc-ald ve CS-Fc-ald’e ait FT-IR spektrumları 

 

CS’a ait alifatik νC-H titreşimi 2870 cm-1 de, amit I ve amit II bantları sırasıyla 1655 ve 1591 

cm-1 de gözlenmiştir. Fc-ald’e ait FT-IR spektrumunda, 1680 cm-1 de aldehit grubuna ait 

karakteristik karbonil piki gözlenmiş olup, 1455 cm-1, 1412 cm-1 ve 1369 cm-1’deki piklerin 

Fc-ald halkasına ait CH piklerine karşılık geldiği, 488 cm-1 ve 842 cm-1 deki titreşim 

frekanslarına karşılık gelen piklerin ise Fe (Cp)’a halkasına ait karakteristik pikler olarak 

gözlenmiştir.  

 

CS-Fc-ald’e ait FT-IR spektrumu incelendiğinde karboksaldehite ait titreşim frekansının 

1680 cm-1 de görülmemesi CS ile aldehit arasında katılma tepkimesinin gerçekleştiğinin bir 

delili olarak bakılabilir. Ayrıca Fc-ald’e ait 1455 cm-1, 1412 cm-1 ve 1369 cm-1’deki piklerin
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etkileşim sonucunda 1422 cm-1, 1372 cm-1, 1319 cm-1’e kaydığı görülmüştür. Fc-ald ve CS-

Fc-ald spektrumlarında gözlenen δ (CH)cp'ne ait pikler karşılaştırıldığında, Fc-ald’e ait 488 

cm-1 ve 842 cm-1’deki piklerin kayarak 485 cm-1 ve 821 cm-1’de ortaya çıkması katılımın 

gerçekleştiğini göstermektedir. Ferrosenkarboksaldehit ve çitosan arasındaki katılma 

ayrılma sonucunda oluşan Schiff bazına ait imin piki, amit I/amit II bantlarıyla çakıştığı için 

gözlenememiştir. 

 

Çizelge 4.4. CS, Fc-ald, CS-Fc-ald, CS-Fc-ald-Lip ve CS-Fc-ald-Pep’in FT-IR spektrumları 

 

Bileşiğin Sembolü OH / NH / 

CHO  

(amit I/amit 

II) 

C-H 

(alifatik) 

δ (CH)cp C-H (aromatik) 

Çitosan (CS) 

 

3428/3357, 

3286/- 

1655 

/1591 

2870 - 
- 

Ferrosenkarboksaldehit 

(Fc-ald) 

1680 
- 

     - 488,842 1455, 

1412,1369 

Çitosan-

Ferrosenkarboksaldehit 

(CS-Fc-ald) 

 

-/-, 3286/- 1652/1546 2867 

 

485,821 
1422,1372, 

1319 

CS-Fc-ald-Lip - - - 713 1257 

CS-Fc-ald-Pep - 
- - 

711/654, 

555 
1201-1257 

 

İmmobilize (CS-Fc-ald-Lip ve CS-Fc-ald-Pep ) ve serbest (Lip ve Pep) enzimlerin FT-IR 

spektrumları aşağıda 3370-3250 cm-1, 1650-1200 cm-1 ve 700-550 cm-1 lik bölgeleri dikkate 

alınarak FT-IR spektrumları verilmiştir. 

 

 

 

Şekil 4.5. Pep ve  CS-Fc-ald-Pep’e ait FT-IR spektrumları 
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Şekil 4.6. Lip ve  CS-Fc-ald-Lip’e ait FT-IR spektrumları 

 

CS-Fc-ald-Pep ve pepsin enzimine ait FT-IR spektrumları birlikte değerlendirildiğinde, 

pepsin enzimine ait 707 cm-1, 1203 cm-1  ve 1260 cm-1’deki  piklerin CS-Fc-ald-Pep’te 711 

cm-1, 1201 cm-1 ve 1257 cm-1 kaydığı gözlenmiştir. Yine pepsine ait 631 cm-1/601 cm-1/551 

cm-1’deki üçlü pikin CS-Fc-ald’le etkileşimi sonucunda 634 cm-1-555 cm-1 arasında yayvan 

pik olarak gözlenmiştir. Tüm bu titreşim frekanslarının karşılaştırılması sonucunda, pepsine  

ait titreşim frekanslarının CS-Fc-ald-Pep’de de görünmesi pepsinin CS-Fc-ald’e 

bağlandığının bir delili olarak yorumlanmıştır. Genel olarak CS-Fc-ald’e ait titreşim 

frekanslarından 3357 cm-1, 3286 cm-1 ve 3428 cm-1 deki piklerin serbest enzim ve 

immobilize enzimde de gözlenmesi 3428-3286 cm-1’e karşılık gelen bölgedeki değişiklikler 

hakkında bir yorum yapılmasını mümkün kılmamıştır. 

 

CS-Fc-ald-Lip ve lipaz enzimine ait FT-IR spektrumları birlikte değerlendirildiğinde, lipaz 

enzimine ait 709 cm-1 deki pikin CS-Fc-ald-Lip’te 713 cm-1’e, 1246 cm-1 deki pikin ise 1257 

cm-1’e kaydığı görülmüştür. Daha detaylı bir değerlendirme yayvan piklerin oluşumu 

nedeniyle verilememiştir. 

 

Katı 13C-NMR ile çitosan (CS), ferrosenkarboksaldehit (Fc-ald) ve CS-Fc-ald 

karakterizasyonları 

 

CS-Fc-ald kodlu destek polimerin katı 13C-NMR yorumunu yapabilmek için hem çitosanın 

(CS) hem de ferrosenin (Fc-ald) katı 13C-NMR’ları alınıp yorumlanmıştır. Çitosan (CS), 

ferrosenkarboksaldehit (Fc-ald), (CS-Fc-ald) kodlu çalışılan maddelerin Bölüm 3.1.2.’da
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anlatıldığı şekilde alınan katı 13C-NMR verileri Çizelge 4.5.’de, spektrumlar ise Şekil 4.7’de 

verilmiştir. 

 

Çitosanın (CS) halka karbonlarına ait bantlar beklendiği gibi polimerik yapıdan dolayı 

yayvan olarak ortaya çıkmıştır. -NH2 grubunun bağlandığı karbonun piki (C2) 22,106 ppm,-

CH2OH grubundaki karbon piki (C6) ikili olarak 56,046 ve 59,583 ppm de görülmüştür. 

Çitosan halkasındaki -CH-CH-O grubunun karbon piki (C5) 74,007 ppm de, CH-OH 

grubundaki karbona ait pikin (C3) ise 103,682 ppm de görülmüştür. Çitosan polimerindeki  

-CH-CH(O)-CH grubuna ait karbon piki (C4) 81,586 ppm ve -CH-CH(O) grubuna ait karbon 

piki (C1) ise 172,192 ppm de görülmüştür. 

 

Ferrosenkarboksaldehitin (Fc-ald) katı 13C-NMR spektrumu incelendiğinde, aldehit 

karbonuna ait (C7) piki 193,303 ppm de, aldehitin bağlı olduğu pentadienil halkalarına ait 

karbonların pikleri sırasıyla (C8 ve C9) 72,736 ppm ve 79,330 ppm de  ortaya çıktığı 

görülmüştür. Diğer pentadienil halkasındaki karbon atomlarının pikleri (C10) tekli ve şiddetli 

olarak 69,762 ppm’de görülmüştür. Sentezlenen CS-Fc-ald’in katı 13C-NMR spektrumunda, 

çitosanda olduğu gibi, polimerik yapıdan dolayı yayvan pikler ortaya çıkmıştır. CS-Fc-ald 

polimerinde Şekil 4.6.’da görüldüğü gibi  çitosana ferrosen takılı ve ferrosen takılı olmayan 

yapılar mevcuttur. Ferrosen grubunun bağlanması sonucunda (C2) karbonun piki 22,106 

ppm den 22,420 ppm’e kaydığı ve 17,296 ppm’de zayıf yeni bir pikin olduğu görülmüştür. 

Bu pikin (C11) aldehitin katılması sonucunda oluşan Fc-C=N/Fc-C-N imin bağından 

kaynaklandığı düşünülmüştür.Çitosana ferrosenkarboksaldehitin katılması sonucunda 

çitosanın -CH-OH grubundaki karbona ait pikin (C3) ise 103,682 ppm’den 104,223 ppm’e, 

-CH-CH(O)-CH grubuna ait karbon pikinin (C4) 81,586 ppm den 81,747 ppm’e, -CH-CH-

O grubunun karbon piki (C5) ise 74,007 ppm’den 73,895 ppm’e kaydığı şeklinde yorum 

yapılmıştır. Ayrıca çitosanın -CH2OH grubundaki karbon piki (C6) ikili olarak 56,046 ppm 

ve 59,583 ppm’den, ferrosenkarboksaldehitin katılımıyla 56,388 ppm ve 59,897 ppm’e 

kaydığı yorumu yapılmıştır. 68,996 ppm’de görülen yeni pikin ferrosenkarboksaldehitin 

katılması sonucunda pentadienil halkasındaki karbon atomlarına ait olabileceği yorumu 

yapılmıştır.13C-NMR spektrumlarının değerlendirilmesi sonucunda, çitosana 

ferrosenkarboksaldehitin katılımıyla çitosanın 13C-NMR spektrumunda gözlenmeyen yeni 

iki pik ve kaymaların olması hedeflenen ürünün oluştuğu sonucuna varılmıştır (Şekil 4.7).
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Şekil 4.7. Katı 13C-NMR spektrumlarının görüntüleri : CS (a) , Fc-ald (b) ve CS-Fc-ald (c) 

 

Çizelge 4.5. CS, Fc-ald ve CS-Fc-ald’e ait katı 13C-NMR spektrumları 

 

 

TGA analizi 

 

Çitosan (CS) ve (CS-Fc-ald)’in Bölüm 3.1.2’de anlatıldığı şekilde alınan TGA eğrilerinde 

gözlenen 100C’nin altındaki kütle kayıplarının kristal suyundan ileri geldiği 

düşünülmüştür. 

Sembol C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8/9 C10 C11 

CS 172,192 22,106 103,682 81,586 74,007 56,046/ 

59,583 

- - - - 

Fc-ald - - - - - - 193,303 72,736/ 
79,330 

69,762 - 

CS-Fc-ald 172,515 22,420 104,223 81,747 73,895 56,388/ 

59,897 

- C4 ve C5 ile 

overlap 

68,996 17,296 
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CS’ın TGA eğrisinde, 95C’ye karşılık gelen % 6,6 lik kütle kaybının yapıdan üç mol 

H2O’nun uzaklaşmasından kaynaklandığı düşünülmüştür. Tek basamakta gerçekleşen 

bozunma sıcaklığının 278C’de başladığı görülmüştür. TGA eğrisine göre tek basamakta 

bozunmanın meydana geldiği ve 800C’ye kadar süren ısıtma sonucunda kütle kaybının % 

68,7 olduğu belirlenmiştir. 

 

CS-Fc-ald’a ait TGA eğrisinde, 95C’ye karşılık gelen % 5,3 lük kütle kaybının iki mol 

H2O’nun uzaklaşmasından kaynaklandığı düşünülmüştür. Tek basamakta gerçekleşen 

bozunma sıcaklığının 272 C de başladığı görülmüştür. TGA eğrisine göre tek basamakta 

bozunmanın meydana geldiği ve 800C’ye kadar süren ısıtma sonucunda meydana gelen  

kütle kaybının % 69,1 olduğu belirlenmiştir.  

 

a) CS                                                                 b) CS-Fc 

   

 

Şekil 4.8. CS ve CS-Fc-ald’e ait TGA eğrileri: CS (a), CS-Fc-ald (b). 

 

SEM analiz değerlendirmesi 

 

Çitosan (CS), ferrosenkarboksaldehit (Fc-ald), ferrosenkarboksaldehit katkılı çitosan (CS-

Fc-ald), ferrosenkarboksaldehit katkılı çitosana immobilize edilen pepsin (CS-Fc-ald-Pep) 

ve lipaz (CS-Fc-ald-Lip) yapılarının SEM/EDX fotoğraf ve spektrumu alınarak yüzey 

morfolojilerindeki değişiklikler incelenmiştir. SEM fotoğraflarından, çalışılan tüm 

bileşiklerin yüzey morfolojilerinin farklı olduğu gözlenmiştir. Çitosanın 1000 ve 2500 lük 

büyütmelerine karşılık gelen SEM görüntüleri CS-Fc-ald ile karşılaştırılmıştır (Resim 4.2). 

Her iki büyütme karşılaştırıldığında ferrosenkarboksaldehitin çitosana katılmasıyla yüzey 
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morfolojisinde büyük değişikliklerin olmadığı, çitosan yapısının korunduğu görülmüştür. 

Ancak EDX spektrumlarında belirgin farklılıklar görünmüştür.  

 

      

a) x2500                                                           b) x2500 

 

      

a) x1000                                                                 b) x1000 

 

Resim 4.2 : CS (a) ve CS-Fc-ald’in (b) SEM (1000 ve 2500 büyütmeli) görüntüleri 

 

Ferrosenkarboksaldehitin (Fc-ald) SEM görüntüleri de alınmıştır. Fc-ald’in yüzey 

morfolojileri çitosan ve çitosan-ferrosen polimeri ile de karşılaştırıldığında farklılıkların 

olduğu görülmüştür. Fc-ald’in SEM görüntüleri incelendiğinde yüzey morfolojik yapının 

köşeli görüntüye sahip olduğu belirlenmiştir. CS-Fc-ald’in 10000’lik büyütme ile elde edilen 

SEM görüntülerinde Fc-ald’in takıldığını gösteren  kübik yapılar belirlenebilmiştir (Resim 

4.3). Ayrıca EDX spektrumlarında CS’a Fc-ald’in katılımını gösteren Fe izotoplarına ait 

pikler belirgin bir şekilde görülmüştür. 



40 

 

 

       

  

a) Fc-ald                                                                       b)  CS-Fc-ald 

 

 

b) CS-Fc-ald 

 
Resim 4.3. CS (a) ve CS-Fc-ald’in (b ve c) SEM (2500 ve 10000 büyütmeli) görüntüleri 

 

Enzim immobilizasyonu sonucunda CS-Fc-ald’in yüzeyinde meydana gelen morfolojik 

değişiklikleri gözlemleyebilmek için SEM-EDX analizleri yaptırılmıştır. Hem pepsin hem 

de lipaz enzim immobilizasyonları sonucunda CS-Fc-ald’in yüzeyinde, enzimlerden dolayı 

farklılıklar belirlenmiştir. CS-Fc-ald-Pep’in morfolojik değişimi sonucunda 

damarımsı/köksü görüntülerine sahip olduğu, CS-Fc-ald-Lip’in ise ağımsı görüntülerine 

sahip olduğu görülmüştür (Resim 4.4). Ayrıca CS-Fc-ald-Pep ve CS-Fc-ald-Lip’in EDX 

görüntülerinde destekte Fe’in bulunduğu belirlenmiş olup immobilizasyon sonucunda 

ferrosen katılımının bozunmadığı yorumu yapılmıştır.  
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a)  

       

 

Resim 4.4. CS-Fc-ald-Pep (a) ve CS-Fc-ald-Lip’in (b) SEM (1000 ve 2500 büyütmeli) 

                  görüntüleri 

 

EDX analiz değerlendirmeleri 

 

CS ve CS-Fc-ald polimerlerinin EDX spektrumlarını daha verimli karşılaştırmak için 

ferrosenkarboksaldehitin de EDX spektrumu alınmıştır.  

 

Ferrosenkarboksaldehitin EDX spektrumuna göre, 6,30 keV’luk bölgede yoğun Fe 

izotoplarına ait pikleri, 0,45-0,9 keV’luk arasındaki bölgede ikili ve 6,75 keV’luk bölgede 

şiddeti düşük Fe izotoplarına ait pikler görünmüştür. 
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a)                                                                              b) 

    

 

Şekil 4.9. CS (a) ve Fc-ald’in (b) EDX spektrumları 

 

CS ve CS-Fc-ald EDX spektrumları karşılaştırıldığında ferrosenkarboksaldehite ait EDX 

spektrumunda Fe izotoplarına ait gözlenen pikler CS-Fc-ald EDX spektrumunda da 

görünmüştür. CS-Fc-ald EDX spektrumuna göre  6,30 keV’luk bölgede yine Fe izotoplarına 

ait pikleri, 0,45 keV’luk bölgede ve 6,30 keV’luk bölgede şiddeti düşük Fe izotoplarına ait 

pikler görünmüştür. 

  

 

 

Şekil 4.10. CS-Fc-ald’in EDX spektrumu 

 

İmmobilize desteklerin EDX spektrumları birlikte değerlendirildiğinde, çalışılan destekte 

bulunan ferrosene ait Fe izotoplarına ait piklerinin görünmesi immobilizasyon sonucunda 

ferrosenin yapıdan ayrılmadığı yorumu yapılmıştır.
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a) 

      

b) 

 

 

Şekil 4.11. CS-Fc-ald-Pep (a) ve CS-Fc-ald-Lip’in (b) EDX spektrumları 

 

4.2. Serbest ve İmmobilize Pepsin ve Lipaz Enzimi İle İlgili Çalışmalar 

 

Serbest ve immobilize pepsin enziminin optimizasyon değerleri ve kinetik parametrelere ait 

verilere bu bölümde yer verilmiştir.  

 

4.2.1. Serbest ve immobilize pepsinin aktifliğine pH etkisi 

 

Serbest ve CS-Fc-ald polimerik desteğe immobilize edilen pepsin enzimi ve serbest pepsin 

enziminin aktifliğine pH etkisi, Bölüm 3.4.1.’de açıklanan yöntem kullanılarak incelenmiş 

ve Şekil 4.12.’deki grafikler elde edilmiştir. 
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Şekil 4.12. Enzim aktifliğine pH etkisi: Serbest pepsin (a), CS-Fc-ald’e (b) immobilize 

                  edilen pepsin 

 

Serbest enzimin pH’sı 2, immobilize enzimin (CS-Fc-ald-Pep) optimum pH’sı 4 olarak 

bulunmuştur. Bu durumun enzimin immobilize edilmesiyle mevcut çevresinden etkilendiği 

yorumu yapılabilir. 

 

4.2.2. Serbest ve immobilize pepsinin aktifliğine sıcaklık etkisi 

 

Sentezlenen CS-Fc-ald polimerine immobilize edilen pepsin enzimi ve serbest pepsin 

enziminin aktifliğine sıcaklığın etkisi Bölüm 3.4.2’de açıklanan yöntem uygulanarak 

incelenmiş ve Şekil 4.13’deki grafikler elde edilmiştir.  

 

 

 

Şekil 4.13. Enzim aktifliğine sıcaklık etkisi: Serbest pepsin (a), CS-Fc-ald’e (b) immobilize 

                  edilen pepsin 

 

Serbest ve immobilize edilen pepsin için elde edilen optimum pH ve sıcaklık değerleri 

Çizelge 4.6.’te verilmiştir. 
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Çizelge 4.6. Serbest ve immobilize edilen pepsin için seçilen optimum pH ve sıcaklık 

                    değerleri 

 

Ortam 
Optimum Şartlar 

pH Sıcaklık 

Serbest pepsin 2 60˚C 

İmmobilize pepsin 4 60˚C 

 

 

CS-Fc-ald’e immobilize edilen pepsinin optimum sıcaklığının serbest enzimin optimum 

sıcaklığıyla aynı olması  immobilizasyon ile enzimin mevcut aktifliğinin etkilenmediği 

yorumu yapılabilir. 

 

4.2.3. İmmobilize pepsin enziminin depolama kararlılığı 

 

İmmobilize pepsinin oda koşullarında saklanması ve aktivitesini ne kadar süreyle devam 

ettirdiğini takip etmek için depolama kararlılığı deneyleri Bölüm 3.4.5.’te belirtilen şekilde 

gerçekleştirilmiştir. Elde edilen UV-GB spektrumlarında 280 nm’deki absorbans değerleri 

dikkate alınarak zamana karşı % bağıl aktivite grafikleri çizilmiştir. Dört günde bir alınan 

ölçümlere devam edilip elde edilen verilerden Şekil 4.14’deki grafik elde edilmiştir.  

 

 

 

Şekil 4.14. İmmobilize pepsinin zamana bağlı gösterdiği bağıl aktiflik: CS-Fc-ald’e     

                  immobilize pepsin 

 

CS-Fc-ald’e immobilize lipaz enziminin bağıl aktifliğinin %47,02’ini koruduğu 

belirlenmiştir. 
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4.2.4. Serbest ve immobilize lipazın aktifliğine pH etkisi 

 

Serbest ve polimerik desteğe immobilize edilen lipaz enzimi ve serbest lipaz enziminin  

aktifliğine pH etkisi, Bölüm 3.4.1.’de açıklanan yöntem kullanılarak incelenmiş ve Şekil 

4.15.’deki grafikler elde edilmiştir. 

 

 

 

Şekil 4.15. Enzim aktifliğine pH etkisi: Serbest lipaz (a), CS-Fc-ald’e (b) immobilize  

                  edilen lipaz 

  

4.2.5. Serbest ve immobilize lipazın aktifliğine sıcaklık etkisi 

 

Sentezlenen polimere immobilize edilen lipaz enzimi ve serbest lipaz enziminin aktifliğine 

sıcaklığın etkisi Bölüm 3.4.2’de açıklanan yöntem uygulanarak incelenmiş ve Şekil 

4.16’daki grafikler elde edilmiştir. 

 

 

Şekil 4.16. Enzim aktifliğine sıcaklık etkisi: Serbest lipaz (a), CS-Fc-ald’e (b) immobilize 

                  edilen lipaz 

Serbest ve immobilize lipaz için elde edilen optimum pH ve sıcaklık değerleri Çizelge 

4.7.’de verilmiştir. 
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Çizelge 4.7. Serbest ve immobilize edilen lipaz için seçilen optimum pH ve sıcaklık değerleri 

 

Ortam 
Optimum Şartlar 

pH Sıcaklık 

Serbest lipaz 8 50˚C 

İmmobilize lipaz 9 50˚C 

 

CS-Fc-ald’e immobilize edilen lipazın optimum sıcaklığının serbest enzimin optimum 

sıcaklığıyla aynı olması  immobilizasyon ile enzimin mevcut aktifliğinin etkilenmediği 

yorumu yapılabilir. 

 

4.2.6. İmmobilize lipaz enziminin depolama kararlılığı 

 

İmmobilize lipazın oda koşullarında saklanması ve aktivitesini ne kadar süreyle devam 

ettirdiğini takip etmek için depolama kararlılığı deneyleri Bölüm 3.4.5.’te belirtilen şekilde 

gerçekleştirilmiştir. 

 

Elde edilen UV-GB spektrumlarında 405 nm’deki absorbans değerleri dikkate alınarak 

zamana karşı % bağıl aktivite grafikleri çizilmiştir. Dört günde bir alınan ölçümlere devam 

edilip elde edilen verilerden Şekil 4.17’deki grafik elde edilmiştir. 

 

 

 

Şekil 4.17. İmmobilize lipazın zamana bağlı gösterdiği bağıl aktiflik: CS-Fc-ald’e 

                  immobilize lipaz 

 

CS-Fc-ald’e immobilize lipaz enziminin bağıl aktifliğinin %61,81’ini koruduğu 

belirlenmiştir.  
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4.3. Çift Enzimin (Pepsin ve Lipaz) İmmobilizasyonu İle İlgili Çalışmalar 

 

4.3.1. Çift enzim aktifliğine pH etkisi 

 

Çift enzim (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) varlığında pepsin ve lipaz enzimlerinin 

aktifliğinde pH etkisi, Bölüm 3.4.1.’de açıklanan yöntem kullanılarak incelenmiş ve Şekil 

4.18.’deki grafikler elde edilmiştir. 

 

 
 

Şekil 4.18. Çift Enzim aktifliğine pH etkisi: Çift Enzim (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) 

                  varlığında Pepsin (a), Çift Enzim (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) varlığında  

                  lipaz (b) 

 

Çift enzim (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) varlığında pepsin enziminin optimum pH’sı 4, 

lipaz enziminin optimum pH’sı 9 olarak bulunmuştur. Bu durum çift enzim varlığındaki 

pepsinin  immobilize pepsin ile kıyaslandığında değişmediği ancak çift enzim varlığındaki 

lipazın  immobilize lipaz ile kıyaslandığında değiştiği görülmüştür. 

 

4.3.2. Çift enzim aktifliğine sıcaklık etkisi 

 

Çift enzim (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) varlığında pepsin ve lipaz enzimlerinin 

aktifliğinde sıcaklık etkisi, Bölüm 3.4.1.’de açıklanan yöntem kullanılarak incelenmiş ve 

Şekil 4.19.’daki grafikler elde edilmiştir.  

 

Çift enzim (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) varlığında pepsin enziminin optimum 

sıcaklığı 60˚C, lipaz enziminin optimum sıcaklığı 50˚C olarak bulunmuştur. Bu durum çift 
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enzim varlığındaki hem pepsin enzimi hem de lipaz enzimi için immobilize pepsin ve 

immobilize lipaz ile kıyaslandığında değişmediği görülmüştür. 

 

 
 

Şekil 4.19. Çift Enzim aktifliğine sıcaklık etkisi: Çift Enzim (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald- 

                  Lip) varlığında Pepsin (a), Çift Enzim (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) 

                  varlığında Lipaz (b) 

 

4.3.3. Çift enzim aktifliğine substrat derişiminin etkisi 

 

Çift enzim (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) üzerine; pepsinin aktifliği için substrat olarak 

hemoglobin ve lipaz aktifliği için substrat olarak p-NPp’ın derişiminin etkisi Bölüm 

3.4.3.’de belirtilen yöntem uygulanmıştır. 

 

Her bir grafikte serbest enzim verileri referans olarak yer almak üzere elde edilen verilerden 

Lineweaver-Burk grafikleri çizilmiştir. Grafiklerdeki verilerden yararlanarak Km ve Vmax 

değerleri bulunmuştur. 

 

Şekil 4.20’de çift enzim (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) varlığında pepsin için pH 4 ve T 

60˚C’de, lipaz için pH 9 ve T 50 ˚C’de çalışılmış, elde edilen absorbans değerleri ile yapılan 

hesaplamalar sonucu 1/V-1/[S] grafiği çizilerek, doğrunun x eksenini kestiği noktadan Km, 

doğrunun y eksenini kestiği noktadan da Vmax değeri hesaplanmıştır. 

Serbest enzim ve çift immobilize enzimin Km ve Vmak değerlerini kıyaslayabilmek için, 

serbest pepsin enziminin ve lipaz enziminin substrat etkisi de incelenmiştir. Bunun için, 

pepsin enziminin serbest substrat (hemoglobin) çalışması için 7 adet deney tüpü içerisine 
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Bölüm 3.2.’de belirtildiği gibi hazırlanan serbest enzim çözeltisinden 0,5 mL, lipaz 

enziminin serbest substrat (p-NPp) çalışması için 9 adet deney tüpü içerisine 2,5 mg lipaz 

enzimi alınarak çift immobilize enzim için yapılan işlemlerin aynısı tekrarlanmıştır. 

 

 

Şekil 4.20. Çift enzim aktifliğine substrat derişiminin etkisi: çift enzim (CS-Fc-ald- Pep) 

                  +(CS-Fc-ald-Lip) varlığında pepsin (a), çift enzim (CS-Fc-ald- Pep) 

      +(CS-Fc-ald-Lip) varlığında lipaz (b) 

 

Çizelge 4.8. Serbest ve çift immobilize edilmiş ortamlardaki kinetik parametreler 

 

   Enzim Ortam Destek 
Km 

(mM) 

Vmak 

(mM/dk) 

   Pepsin 
Serbest - 0,0177 0,0020 

Çift immobilize (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) 0,0075 0,0035 

   Lipaz 
Serbest - 0,5310 0,0038 

Çift immobilize (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) 0,1770 0,0150 

 

Km, enzimin substrata olan ilgisini ifade eder. Km ne kadar küçük olursa enzimin substrata 

olan ilgisinin o kadar yüksek olduğu anlaşılır. Vmak ise enzimin substrata doyduğu andaki 

katalitik hızı ifade eder. 

 

Çift enzim immobilizasyonundaki pepsinin (ÇEnİmPep) kinetik parametresi (Km=0,0075, 

Vmak=0,0035), serbest pepsin enzimine ait parametre ile karşılaştırıldığında (Km=0,0177, 

Vmak=0,0020) daha düşük olduğu görülmüştür. Bu sonuç ÇenİmPep’deki pepsinin substrata 

ilgisinin daha fazla olduğunu göstermiştir. Ayrıca (Vmax/Km)ÇenİmPep oranı (0,4666) çift 

enzim immobilizasyonundaki pepsinin serbest pepsin oranından (spep) (0,1129) daha küçük 

değere sahip olduğu belirlenmiştir. 



51 

 

 

Çift enzim immobilizasyonundaki lipazın (ÇEnİmLip) kinetik parametresi (Km=0,1770, 

Vmak=0,0150), serbest lipaz enzimine ait parametre ile karşılaştırıldığında (Km=0,5310, 

Vmak=0,0038) daha düşük olduğu görülmüştür. Bu sonuç ÇenİmLip’deki lipazın substrata 

ilgisinin daha fazla olduğunu göstermiştir. Ayrıca (Vmax/Km)ÇEnİmLip oranı (0,0847) çift enzim 

immobilizasyonundaki lipazın serbest lipazın oranından (slip) (0,0071) daha büyük değere 

sahip olduğu belirlenmiştir.  

 

4.3.4. Çift enzimin tekrar kullanılabilirliği 

 

Çift enzim (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) üzerine pepsin ve lipazın tekrar 

kullanılabilirliği Bölüm 3.4.4.’de verilen yöntem kullanılarak belirlenmiştir. 

 

 
 

Şekil 4.21. Çift enzim (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) varlığında pepsinin (a) ve lipazın 

                  (b) tekrar kullanılabilirliği 

 

Çift enzim (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) varlığında pepsin enzimi ve lipaz enziminin 

aktifliğinde tekrarlanabilirliği incelendiğinde; pepsin enzimi için tekrarlanabilirliğin 4 olup 

aktivitesinin %20,42 korunduğu, lipaz enzimi için ise tekrarlanabilirliğin 10 olduğu değerde 

aktifliğinin %89,42 korunduğu bulunmuştur. 

 

4.3.5. Çift enzimin depolama kararlılığı 

 

Çift immobilize desteklerin üzerine pepsin ve lipaz enzimlerinin oda koşullarında 

saklanması ve aktivitesini ne kadar süreyle devam ettirdiğini takip etmek için depolama 
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kararlılığı deneyleri Bölüm 3.4.5.’te belirtilen şekilde gerçekleştirilmiştir. Elde edilen UV-

GB spektrumlarında 280 nm ve 405 nm’deki absorbans değerleri dikkate alınarak zamana 

karşı % bağıl aktivite grafikleri çizilmiştir. 

 

Dört günde bir alınan ölçümlere devam edilip elde edilen verilerden Şekil 4.22’deki grafik 

elde edilmiştir. Çift immobilize desteklerin üzerine pepsin ve lipaz enziminin sırasıyla bağıl 

aktifliğinin % 32,58 ve % 46,22 ’ini koruduğu belirlenmiştir. 

 

 

 

Şekil 4.22. Çift enzim (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) varlığında pepsinin (a) ve lipazın 

                  (b) zamana bağlı gösterdiği bağıl aktiflik 

 

4.4. Sonuçların Değerlendirilmesi 

 

Çalışmada önce, enzim immobilizasyonu yapılacak olan CS-Fc-ald destek materyali 

sentezlenip karakterizasyonu yapılmıştır. Çalışılan çitosan ve ferrosen takılı çitosan 

polimerlerinin karakterizasyonları karşılaştırmalı olarak değerlendirilmiştir. Çalışılan 

çitosan polimerinin önemli FT-IR pikleri literatürlerde belirtilen piklerle aynı şekilde olduğu 

görülmüştür. Çitosan polimerinde görülmeyen, ancak Fc-ald’e ait 488 cm-1 ve 842 cm-1 deki 

piklerin, CS-Fc-ald polimerinde de 485 cm-1 ve 821 cm-1 olarak görülmesi Fc-ald katılımının 

gerçekleştiğine dair öngörü oluşturmuştur. 

 

Çitosana ferrosenkarboksaldehitin bağlandığına dair başka bir delil, demir yüzdesinin 

atomik absorpsiyon spektrometresiyle belirlenmesidir. Element analiz sonuçları dikkate 
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alındığında, CS-Fc-ald için; her dokuz çitosan biriminin tekrarından sonra ferrosen takılı 

çitosan biriminin bulunabileceği değerlendirmesiyle ağırlıkça ortalama mol kütlesi 2162 ve 

kapalı formülü C83H142N12O50Fe olan yapı öngörülmüştür. Ferrosenkarboksaldehit katkılı 

çitosan sentezi ile Schiff bazının oluştuğuna dair karar CS-Fc-ald’in katı 13C-NMR 

spektrumundaki 17,296 ppm’de gözlenen zayıf ama yeni tekli pikin ortaya çıkışı ile 

olmuştur. 

 

Çitosan (CS) ve (CS-Fc-ald) polimerlerinin FT-IR spektrumunda gözlenen 3450-3400 cm-1 

deki oldukça yayvan piklerin sadece polimerlerin yapısındaki -OH gruplarından değil 

yapılarında nem (H2O)’in bulunmasındanda kaynaklanabilir düşüncesiyle TGA analizi 

yapılmıştır. Analiz sonucunda (CS) ve (CS-Fc-ald) polimerlerinde kristal suyun bulunduğu 

ve 100C’nin altındaki kütle kayıplarının (% 5,3-6,6) CS için 2, CS-Fc-ald için 3 mol 

H2O’un uzaklaşmasından kaynaklanabileceği yorumu yapılmıştır. 

 

Enzimlerin, CS-Fc-ald polimerine bağlanıp bağlanmadığının yorumu için FT-IR 

spektrumlarından faydalanılmıştır. Serbest enzimlerin ve CS-Fc-ald-Enzimlerin FT-IR 

spektrumları detaylı olarak karşılaştırılmıştır. CS-Fc-ald polimerinde görülmeyen ancak 

enzimlere ait 707-713 cm-1 ve 1260 cm-1’deki piklerin  immobilize edilmesi ile 711-713 cm-

1 ve 1257 cm-1 olarak görülmesi bizi immobilizasyonun gerçekleştiği sonucuna ulaştırmıştır. 

Katı hal iletkenlik ve parçacık boyut analizleri, ferrosenin çitosana takılmasıyla çitosanın 

özelliğinde nasıl bir farklılık gösterdiğine dair bilgi sahibi olmak için yapılmıştır. Ferrosenin 

bağlanmasıyla iletkenliğin 1,03 kat arttığı, zincir uzunluklarının ise hemen hemen eşitlendiği  

görülmüştür. 

 

Serbest ve immobilize enzimler için optimum şartların ve kinetik özelliklerin 

belirlenmesinde uygulanan yöntemler, yoğun laboratuvar şartlarında çalışılarak 

kaynaklardan farklılık gösteren özel prosedür oluşturularak yapılmıştır. 

Enzimlerin, immobilizasyonuyla optimum pH’ların arttığı, optimum sıcaklıkların ise 

değişmediği belirlenmiştir. Çift enzim immobilizasyon varlığında ise optimum pH’nın 

korunduğu, optimum sıcaklığın ise 10˚C’lik artış yönünde farklılık gösterdiği belirlenmiştir. 

 

Enzimin substrata olan ilgisini ifade eden Km kinetik parametresi,  serbest enzim [(Pep) ve 

(Lip) ve çift enzim immobilizasyon [(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip)] ortamıyla 
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karşılaştırılmıştır. Çift enzim immobilizasyonuyla, pepsin enziminin substrata olan ilgisinin 

0,4 kat, lipaz enziminin ise yaklaşık 0,3 kat daha fazla olduğu belirlenmiştir. 

  

Çift enzim [(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip)] immobilizasyon ortamındaki immobilize 

pepsin enzimi ve immobilize lipaz enziminin aktifliğinde tekrarlanabilirlik 

karşılaştırılmıştır. İmmobilize lipaz enziminin aktifliğinde tekrarlanabilirliğinin, pepsin 

enzimine göre 2,5 kat daha fazla olduğu belirlenmiştir. 

  

4.5. Öneriler 

 

Enzimlerin sabit bir destek üzerine tutturulması endüstriyel uygulamalarda giderek daha 

fazla tercih edilen uygulamadır. Çünkü hareketsizleştirilmiş enzimlerin biyokatalizörler 

olarak kullanılması, teknik açıdan kolay ve çevre dostudur. 

 

Tez çalışmasında enzim immobilizasyonu için destek materyal geliştirilmiştir. Hazırlanan 

destek materyal, enzim için koruyucu etki göstermiş ve böylece, hareketsizleştirilmiş olan 

enzimin sıcaklık, pH hatta farklı ortamların önleyici etkisi gibi çevresel parametrelerin 

değişimlerine karşı dirençli olduğu görülmüştür. Bu sonuç, çalışılan ya da çalışılacak başka 

enzimlerin operasyonel kararlılığının artmasına katkı sağlayabileceği önerisini sunmaktadır. 

Ayrıca sunulan tezde, hareketsiz çift biyokatalizör oluşturulmasıyla yeni bir fikir 

önerilmiştir. Çitosan polimerinin ferrosen ile kimyasal modifikasyonu sonucunda aynı 

uzunlukta polimer zincirinin meydana gelmesi çift biyokatalizör uygulamalarında 

performansın artışı yönünde katkısı olduğu düşünülmektedir. Bu nedenle, destek 

polimerlerin kullanımında, zincir uzunluklarının aynı olması yönünde tercih edilmesi bir 

öneri olarak değerlendirilebilir. Hazırlanan destek polimerin her türlü biyoteknolojik 

süreçlere uygulanabileceği, farklı enzimlerin immobilizasyon çalışmalarında 

kullanılabileceği hatta heterojen katalizör olarak kullanılabileceği  önerisini sunmaktayız.  
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