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Ozet

Bu ¢alismada, enzimatik halka agilimi polimerizasyon yéontemi kullanilarak polilaktik asit sentezi
gergeklestirilmis ve elde edilen polimerin proteaz enzimi ile biyobozundurulmasi incelenmistir.
Candida cylindracea lipaz katalizorliigiinde laktitten halka agilimi reaksiyonunun optimize edilmesi
amaciyla, reaksiyon sartlar: degistirilerek farkli sicakliklarda gergeklestirilen polimerizasyon
islemlerinde, reaksiyona giren Candida cylindracea lipaz konsantrasyonuna bagli olarak olusan
polilaktik asitin molekiil agirligi, polidispersitesi ve dontisiim verimi degerleri tespit edilmistir. Elde
edilen polilaktik asit, proteaz DSM enzimi ile biyobozundurma islemine tabii tutulmus ve polimerin
yapisindaki ester gruplart ile biyobozundurma mekanizmasi takip edilmistir. Biyobozunma
stiresince molekiil agirligt kaybr izlenmig ve orjinal polimerin morfolojik ve termal gecgis
ozelliklerinin degisimi incelenmigtir. Candida cylindracea lipaz kullanilarak laktitin halka agilim
polimerizasyonunda, yiiksek molekiil agwrlikli polimer sentezinde, en uygun reaksiyon sarti,
sicakligin 80°C ve lipaz konsantrasyonunun agirlikca %4 oldugu durum olarak belirlenmistir. Bu
sicaklik degerinde, sabit enzim konsantrasyonunda, stirenin artmastyla birlikte molekiil agirligi ve
monomer dontisiimii belirgin bir sekilde artis gostermis, polidispersite degerleri yaklasik 1.5
civarinda olan polimerler sentezlenmigtir. Proteaz DSM ile yapilan biyobozundurma islemi
sonucunda ise, ilk 15 giinliik siire icersinde, polimerin bozunmasina iliskin molekiil agirligt kaybi
son derece diisiik seviyede oldugu, bu siireden sonra molekiil agirligi kaybinda belirgin bir artis
gozlenerek 90 giinliik siire sonunda %23’liik bir kayip meydana geldigi saptanmistir.
Biyobozundurma islemine tabii tutulan polimerin ¢esitli 6zellikleri incelenerek orijinal polimer ile
arasindaki farklar tespit edilmistir.
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Enzymatic polymerization and
biodegradation of polylactic acid

Extended abstract

Because of its biocompatibility and degradability to
non-toxic products, polylactic acid (PLA) based
polymers and copolymers have been employed in
novel applications, such as absorbable bone plates,
artificial skin, tissue scaffolds, and carriers of drugs
for controlled release systems.

Enzymatic polymerization using lipase has been re-
ceiving much attention as one of the new methodo-
logies that provide biodegradable polymer synthesis
without toxic catalysts. Lipases are the most versati-
le biocatalysts because they can be applied to the
synthesis of a wide range of substrates with a high
stereospecificity and enantioselectivity.

In general lipases used in polyester synthesis are of
mammalian (Porcine pancreatic lipase (PPL)), fun-
gal (Candida antarctica lipase B (CAL)), or bacte-
rial origin (Pseudomonas cepacia (PCL)).

The hydrolytic degradation of PLA polymers has
been extensively investigated. It is now well know
that degradation of macroscale PLA devices is hete-
rogeneous: it is faster inside than at the surface.
This phenomenon has been assigned to an internal
autocatalytic effect of carboxyl end groups.

Biodegradation of PLA polymers in soil under natu-
ral conditions has also been examined. It was repor-
ted that degradation by-products resulting from the
hydrolytic degradation can be totally assimilated by
microorganisms such as fungi, bacteria, or
earthworms, thus indicating that PLA polymers are
environmentally benign materials. Hydrolysis reac-
tions may be catalyzed by enzymes known as hydro-
lases, which include proteases, esterases, glycosida-
ses, and phosphatases, among others. This class of
enzymes comprises cell-derived proteins that are
responsible for the catalysis of several reactions in
the human body. The degradation of PLA in the pre-
sence of enzymes has been investigated by many
groups. Early in 1981, it was found that proteases
showed strong effects on PLLA degradation.

In this work, polylactic acid was prepared by lipase
catalyzed ring opening polymerization of lactide.
Enzymatic polymerization was performed with Can-
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dida cylindracea lipase, enzyme and the effect of
enzyme concentration, temperature and time para-
meters on polymerization mechanisms were investi-
gated in detail. A typical procedure for the polyme-
rization of lactide using Candida cylindracea lipase
is described as follow. To a mixture of lactide (2.50
mmol) and toluene (0.72 mL) at 80 and 100°C was
added Candida cylindracea (2 and 4 wt.-%) under
nitrogen atmosphere at different time (1-7 days).
After the reaction, the enzyme was removed by filtra-
tion and the polymer was isolated by precipitation in
choloform. Then degradation mechanisms were
examined. PLLA films were prepared using a solvent
casting method. One gram of PLLA was dissolved in
20 mL of chloroform while mixing vigorously at
room temperature. The dissolved solution was pou-
red onto a leveled Teflon film coated glass plate,
spread evenly with a bent glass rod and then al-
lowed to dry for about 24 h at room temperature.
The resultant film was peeled from the casting sur-
face. Each of polymeric films were placed in test
tubes and dipped in 5 mL of DSM protease solution
(50 mM Tris-HCI buffer, pH 8.6). The test tube was
sealed and kept constant at 37°C for a predetermi-
ned period and enzyme solutions were added every
48 h so that enzyme activity remained at a desired
level throughout the experiment. The time course of
the weight loss and enzymatic degradation were eva-
luated and the appearance of the samples was
examined. It was found that the L-lactide was poly-
merized in bulk by Candida cylindracea lipase
between 3 and 7 days, in a temperature range 80-
100°C to yield the polylactide with an M,, of up to
69800 g.mol™. Both the conversion and M,, of the
resultant polymeric fraction increased with increa-
sing reaction time 3 days to 7 days respectively at
constant lipase concentrations. The chemical struc-
tures of the degraded polymer samples were charac-
terized using DSC, FTIR and XRD. The molecular
weight of the polymer samples after enzymatic deg-
radation process with protease DSM, decreased
25% after 2 months degradation period. PLA poly-
mers investigated in this study showed degradation
as illustrated by the decrease in molecular weight,
disappearance of amorphous phase and formation of
micro fractures and acicular structures. After detai-
led evaluation of biocompatibility and toxicity of
PLAs, it is expected that they will take the petro-
leum-based plastics’ place in future.

Keywords: Lipase, ring opening polymerization, bi-
odegradation.
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Giris

Polilaktik asit laktik asit tiirevi olan biyobozu-
nabilen bir polimerdir. Misir, seker ve un gibi
nigasta igerigi fazla kaynaklardan elde edilebilir.
Polilaktik asit petrol kaynakli plastiklerden daha
iyi ozelliklere sahip oldugu i¢in gliniimiizde ¢ok
tercih edilen bir biyopolimer halini almistir.

Organik ¢oziiciiler icersinde enzim katalizli re-
aksiyonlar son birka¢ yildir sentez caligmalar
icersinde onemli bir yere sahip olmus ve enzim
katalizli polimerizasyon yoOntemleri, polimer
sentezi konusunda yeni bir metot halini almstir.
Hidrolazlar sinifina ait olan enzimler dogal
ve/veya sentetik polisakkaritlerin sentezi igin
uygundur. Bunun yani sira, uygun kaynaklardan
izole edilmis lipaz kullanilarak biyosentetik ol-
mayan proseslerin sentez uygulamalar1 genis
aragtirmalar kapsamindadir. Lipaz yag asitlerini
canli sistemlerde hidrolize eden ve esterlesme
Ve trans-esterlesme reaksiyonlarini Katalizleyen
bir enzimdir. Lipazin katalitik 6zellikleri nede-
niyle poliester sentezi, ¢esitli polimerizasyon
modelleriyle gerceklestirilebilir: oksikarbosiklik
asit tiirevlerinin polikondenzasyonu ve dikar-
boksilik asit tiirevlerinin kombinasyonu (Name-
kawa vd.,1999).

Biyobozunma, polimerlerin karbon dioksit, me-
tan, su, inorganik bilesikler ya da mikroorga-
nizmalarla meydana getirdikleri enzimatik reak-
siyonlar1 sonucunda olusan biyolojik kiitlelere
ayrisabilme yetenegi olarak tanimlanabilir. Bi-
yobozunma, genellikle mikroorganizmalar ve
enzimlerin varlifinda gerceklesen katabolizma
reaksiyonlartyla organik maddelerin bozunmaya
ugramast olayidir. Dogada meydana gelen bo-
zunma ise, termal aktivasyon, hidroliz, biyolojik
aktivite, oksidasyon, fotoliz ve radyoliz yolla-
riyla meydana gelir. Bozunma olaylari, madde-
nin kimyasal yapisinda onemli degisikliklere
sebep olur. Bozunma sonucu olusan son tiriinler,
aerobik ortamda karbon dioksit, yeni biyokiitle
ve su; anaerobik ortamda ise metandir. Bozun-
ma analizinde aktiviteyi etkileyen sicaklik, pH,
nem gibi kosullarin kontrol altinda tutulmasi
onemli bir faktordiir. Biyobozunma, polimerin
kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine de baglidir. Bu
ozellikler, diflizivite, porozite, morfoloji, saflik,
capraz baglanma, kimyasal reaktiflik, mekanik
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dayanim, 1s1l tolerans ve elektromanyetik rad-
yasyona olan dayanimdir. Ayrica, hidrofobik
karakter, makromolekiiler agirlik, Kkristalinite
gibi parametrelerdeki artis, biyobozunma orani-
n1 diisiiriirken, bozunma ortaminda polisakkarit-
lerin varligi, biyobozunmayi kolaylastirir (Shi-
mao, 2001).

Bu ¢alismada Candida cylindracea lipaz enzimi
katalizorliigiinde laktitin halka agilimi polimeri-
zasyon mekanizmasi incelenmistir. Polimeri-
zasyon reaksiyonunun optimum sartlar1 tespit
edilmis ve olusan polimerlere ait molekiil agir-
1181, donilistim verimi ve polidiSpersite degerleri
tespit edilmistir. Sentezlenen polimer proteaz
DSM enzimi ile bozundurularak olusan bozun-
ma Urlinlinlin termal ve morfolojik 6zellikleri
analiz edilmistir.

Materyal ve yontem

Proteaz DSM Cognis Kim. A.S. firmasindan,
Candida cylindracea lipaz Novozyme firmasin-
dan tedarik edilmistir. Sentez islemlerinde kul-
lanilan toluen Merck firmasindan temin edilmis-
tir.

[k adimda, polilaktik asit sentezinin gergekles-
tirilmesi amaciyla, 2.5 mmol laktit dimeri ve
0.72 ml toluenle karistirilmis ve agirlikga mo-
nomer miktarlarina baglh olarak farkli konsant-
rasyonlardaki (%2-4) Candida cylindracea lipaz
ile degisik sicaklik (80-100°C) ve siirelerde (1-7
glin arasinda) azot atmosferinde muamele edil-
mistir. Reaksiyon siiresi tamamlandiginda reak-
siyona girmeyen enzimin alinmasi i¢in bir mik-
tar klorofom ilave edilmis ve bundan sonra ¢6-
zelti bir slizge¢ kagidindan siizlilmistiir. Kalan
¢ozeltideki kloroform tamamen ugurulduktan
sonra elde edilen polimer gerekli analizlere tabi
tutularak karakterize edilmistir.

Ikinci adimda biyobozundurma prosesine tabii
tutulan polimer filmlerinin hazirlanmasi islemi
gerceklestirilmigtir. Polilaktik asit filmleri ‘sol-
vent casting’ yontemi ile hazirlanmistir. 1.0 ¢
polimer 20 mL kloroform igersinde oda sicakli-
ginda (yaklasik 23°C) kanstirilarak ¢dziilmiis-
tiir. Bu karigim 24 x 30 cm biiyiikliigiinde tizeri
teflonla kaplanmis cam yiizeye yayillmis ve 24
saat boyunca oda sicakliginda kurumaya bira-



D. Omay, Y. Giivenilir

kilmistir. Olusan polimer filmi yiizeyden ka-
zinmistir.

Ucgiincii adimda ise, hazirlanan polilaktik asit
filmleri belirli biiyiikliiklerde kesildikten sonra
proteaz DSM enzim ¢ozeltisi igerisinde bekleti-
lerek enzimatik bozundurma saglanmistir. Kul-
lanilan proteaz DSM enziminin aktivitesi, Tris-
HCI tampon ¢ozeltisi (pH 8.6) kullanilarak 40
unit/ml degerine ayarlanmistir. Enzim ¢ozeltileri
48 saatte bir yenilenerek enzim aktivitesi sabit-
lenmistir. 37°C’de ¢alkalamali su banyosunda
PLLA filmi, enzim ¢ozeltisiyle muamele edil-
mistir. Polimer filmler analiz edilmeleri amaciy-
la, 4°C’de distile su ile yikanarak bozundurma
islemi durdurulmustur ve etiivde 70°C’de 2 saat
kurutulduktan sonra gerekli analizler yapilmis-
tir.

Deneysel ¢calisma sonuclari

Polilaktik asitin enzimatik polimerizasyonu
Laktit dimeri kullanilarak Candida cylindracea
lipaz enzimi katalizorliigiinde halka agilimi re-
aksiyonu Sekil 1’deki mekanizma ile meydana
gelmigtir.

Q
HC }\ A CH; O CH; O
j) 2 Hipaz A
_ = O—CH—C—0—CH—C—
0
CH; L

s}

Sekil 1. Halka agilimi polimerizasyon yontemi
ile polilaktik asit sentez adimi

Candida cylindracea lipaz katalizli halka agili-
mu reaksiyonu, 80°C’de ve toplam monomerin
(360 mg laktit) agirlikca %2’si (7.2 mg) oranin-
da Candida cylindracea lipaz esliginde herhangi
bir baslatic1 kullanilmadan, toluen varliginda, 72
saat boyunca karstirilarak gerceklestirilmistir.
Polimerizasyon reaksiyonu sonucunda ele gecen
iiriiniin  karakterizasyonu FTIR, 'H NMR ile
analiz edilmistir.

Elde edilen PLLA’nin karakterizasyonu igin
FTIR spektrumlar1 kullanilmistir. Sekil 2°de ve-
rilen infrared spektrumlar1 incCelendiginde, en
belirgin pikler, 2900-2800 cm™>deki C-H geri-
limi, 1750 cm™deki C=O gerilimi, ve 1300-

1000 cm™>deki C-O gerilimi olup polilaktik asit
yapisina ait belirgin pikler agik¢a goriilmekte-
dir. Bu durum olusan iiriiniin polilaktik asit ol-
dugunu ispatlamaktadir.
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Sekil 2. Yiiksek molekiil agirliklt PLLAya ait
FTIR spektrumlart

Literatiir ¢alismalart incelendiginde, 1745 cm’
Ldeki C=0 geriliminin belirgin olarak PLA’y1
sembolize ettigi belirtilmektedir (Xu vd., 2005).

Elde edilen polimerin karakterizasyonu igin H
NMR spektrumlari incelenmistir. Sekil 3 ince-
lendiginde, 5.1 ve 5.3 ppm’de elde edilen sinyal
tekrarlayan laktik asit tinitelerindeki CHs; pro-
tonlarini, 4.4 ppm’deki sinyal polimerin u¢ grup
-CH protonlarmi ve 1.6 ppm’deki sinyal ise,
metil protonlarini ifade etmektedir.

Enzim Katalizli halka agilimi1 polimerizasyonu-
nun optimize edilmesi amaciyla, reaksiyon sart-
lar1 degistirilerek deneyler tekrarlanmistir. Re-
aksiyonlar 80, 90 ve 100°C’de gergeklestirilmis
ve reaksiyona giren Candida cylindracea lipaz
konsantrasyonu degistirilerek olusan PLLA nin
molekiil agirligl, polidispersitesi ve doniisiim
verimi lizerine etkisi incelenmistir.

| _._J\ - A
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Sekil 3. PLLA ya ait "H NMR spektrumlar:



Enzimatik polimerizasyon yontemi ile polilaktik asit sentezi ve biyobozundurulmasi

Enzim konsantrasyonu monomer miktarinin
agirlikca %2’si olarak kullanilarak 80 ve
100°C’de farkli siirelerde polimerizasyon deney-
leri yapilmis ve bu deneysel ¢alismalar sonu-
cunda, 80°C’de 48 saatte 7700 g.mol™ molekiil
agirlikli polimer elde edilirken, 72 saat sonunda
%>52.9 doniisiim verimi ile 17980 g.mol™ mole-
kiil agirlikli polimer sentezlenmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Polilaktik asitin molekiil agirligi tizeri-
ne stirenin etkisi (%2 Candida cylindracea li-

paz, 80°C)

Siire Doniisim ~ Molekiil agirhigt  M,/M
(saat) (%) (M) :

24 -- - -

36 -- -- --

48 36.7 7700 1.34

72 52.9 17980 1.48

Ayni  enzim konsantrasyonunda  sicaklik

100°C’ye ¢ikarilarak deneyler tekrarlanmis ve
elde edilen polimerlerin karakterizasyonu FTIR
ile tespit edilmistir. Tablo 2°de goriildiigii gibi,
100°C’de gerceklestirilen siklik dimerin halka
acilimi reaksi¥0nunda, molekiil agirligr 4640 ve
14944 g.mol™ olan polimerler sirasiyla, 48 ve
72 saat sonunda, %27.6 ve %44.8 doniisim ve-
rimleri ile elde edilmistir. Tablo 2’den izlenebi-
lecegi gibi, laktitin enzim katalizli halka agilimi
polimerizasyonunda, siirenin etkisiyle polimerin
molekiil agirliginda ve polimerin doniisiim yiiz-
desinde artis gozlenmistir. Ancak iki sicaklik
degeri icin, sabit siirelerde izlenen doniisiim ve-
rimi degerlerinde, sicaklik arttikca azalan bir
egilim saptanmistir.

Tablo 2. Polilaktik asitin molekiil agirlig tizeri-
ne stirenin etkisi (%2 Candida
cylindracea lipaz, 100°C)

Siire Doniisim  Molekiil agirhgt M, /M

(saat) (%) (My) n
24 -- - -
36 -- - -
48 27.6 4640 1.61
72 44.8 14944 1.52

Enzim katalizli polimerizasyon reaksiyonlarinda
sikca karsilagilan bu durum, reaksiyonlarda sii-
renin ve sicakligin es konumda c¢ok ylikselme-
siyle, reaksiyonun ilerleyen safhalarinda, enzi-
min yapisinda bulunan aktif bolgelerin bir kis-
minin denatiirasyona ugramasindan ve enzima-
tik reaksiyon sicakliginin artmasiyla da, enzimin
karaliligin1 devam ettirme yeteneginin azalma-
sindan, dolayisiyla, yiiksek sicakliklarda gercek-
lesen ¢ok uzun reaksiyon kosullarinda, verimli
bir sekilde substrati doniistiirememesinden ileri
gelmektedir.

Candida cylindracea lipaz konsantrasyonu
%4’e ¢ikartilip, polimerizasyon islemleri tekrar-
lanmis ve 80°C’deki polimerizasyon reaksiyo-
nunda, 72 saat sonunda 23100 g.mol™ molekiil
agirlikli polimer %62.9, 144 saatte 56200 g.mol’
Y molekiil agirhkli polimer %78.1 ve 168 saat
sonunda 69800 g.mol™ molekiil agirlikli poli-
mer %72.4 doniisiim verimleri ile elde edilmistir
(Tablo 3).

Tablo 3. Polilaktik asitin ortalama molekiil
agirlig vizerine siirenin etkisi (%4

Candida cylindracea lipaz, 80°C)

Siire Doniisim ~ Molekiil agirhigt M, /M,
(saat) (%) (M)
36 34.6 7450 1.56
72 62.9 23100 1.44
96 64.3 38540 1.67
144 78.1 56200 1.26
168 724 69800 1.35
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Candida cylindracea lipaz kullanilarak laktitin
halka acilim1 polimerizasyonu ile yiiksek mole-
kiil agirlikli polimer sentezinde, en uygun reak-
siyon sart1, sicakligin 80°C ve lipaz konsantras-
yonunun agirlikca %4 oldugu durum olarak tes-
pit edilmistir. Bu sicaklik degerinde, sabit enzim
konsantrasyonunda, siirenin artmasiyla birlikte
molekiil agirli§i ve monomer doniisiimii belirgin
bir sekilde artis gostermistir. Ayrica polidisper-
site degerleri yaklasik 1.5 civarinda olan poli-
merler sentezlenmistir.

Literatiir ¢aligmalar1 incelendiginde, Novozym
435 ile %25 enzim konsantrasyonunda caligildi-
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ginda %100 monomer doniisiimii ile poli (d,l-
laktik asit) elde edilebilecegi bildirilmistir (Hans
vd., 2009). Matsumara vd. (1999), LLA, DLA
ve DLLA kullanarak trimetilen karbonat ile
bulk sistemde, Porcine pancreatic lipaz kullana-
rak 80-100°C araliginda molekiil agirligs 12000-
21000 g.mol'l olan polimerler sentezlemislerdir.
Son yillarda PS lipaz katalizorliigiinde,
140°C’de dallanmus polilaktit sentezi gercekles-
tirlmigtir (Numata vd., 2007).

Polilaktik asitin proteaz DSM enzimi ile
biyobozundurulmasi

Proteaz DSM serin proteaz grubunun bir alt si-
nift olan alkalin proteaz grubunda bir enzimdir.
Alkalin proteaz enzimleri, protein yapisindaki
peptid baglarin1 parcalamaktadir. Bir alkalin
proteazin katalitik mekanizmasini inceleyecek
olursak, enzimin aktif merkezinde histidin (His
57), serin (Ser 195) ve aspartik asit (Asp 102)
olmak tizere ii¢ ana amino asit bulunmaktadir.
Bu amino asitler enzimin aktif merkezinde bir-

birine c¢ok yakin olarak bulunmaktadirlar. Bu
yapilardan serin, bir -OH grubu igermektedir ve
bir niikleofil gibi davranarak substrat tizerindeki
karbonil karbona etki etmektedir. Sekil 4’ten
takip edilebilecegi gibi, serin iizerindeki bu —
OH grubunda bulunan H bagi, histidin iizerin-
deki azot tarafindan kabul edilerek bir bag mey-
dana getirir, 6te yandan karbonil oksijenin sahip
oldugu c¢ift bag iizerindeki iki elektron, oksijen
lizerine taginarak tetrahedral bir ara yap1 mey-
dana getirir (Bone vd., 1984; Hedstrom, 2002).

Azot ve karbon lizerinden olusan tetrahedral ya-
p1 sistemden ayrilir. Daha dnce karbonil oksijen
cift bagindan ayrilan elektronlar geri hareket
ederek bagi yeniden meydana getirirler (agil-
enzim ara yapisi). Sistemde bulunan su grubu,
histidinin yapisinda bulunan N-terminali tizerine
tutunarak, karbonil karbona bir atak yapar. Son
reaksiyon adiminda, serin ve karbonil grubu his-
tidin lzerindeki hidrojene atakta bulunarak,
karbonil karbondaki ¢ift bag yeniden olusturur.

histidin histidin o
MH2
. ] RHz / M HO serin
HO N/‘,__\ ----- 1HMHz
o PR
o CHy  F
NF tetrahedral
& T %==_ara yapl
s
histidin o ) histidin i 5
BHz I NE HO serin Wtz / " HO serin
HO N/ <ol Hz HO /> ----- HMH
E) o su : H o]
5 z B S—
\/‘“\ CHy
SRy 7N
H @] o/ \O
histidin i o P
- WH . serin histidin " a cerin
HO / # MH : v ’ "
I\‘J* ot I HO £ N 1NHZ
M C e
o ( [N — H—0 aktif merkez
tetrahedral L o yenilenmesi
‘ara yapl iy N o
SN VAR

Sekil 4. Proteaz DSM- polilaktik asit bozunma mekanizmasi
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Bu mekanizma ile bozundurulan polilaktik asit
numunelerinin analiz sonuglar1 asagida yorum-
lanmustir.

Sekil 5’te Proteaz DSM enzimi ile gergeklestiri-
len bozundurma islemi sonucunda elde edilen
numuneye ve orijinal polimere ait FTIR sonug-
lar1 gdsterilmistir.
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Sekil 5. PLLA ile Proteaz DSM ile bozunma tirii-
niine ait FTIR analiz sonucu

1750 cm™ frekans degerinde pik veren ester
karbonil bag grubunun gecirgenlik degerinde,
biiyiik bir degisim oldugu goriilmistir. Ayrica
1450 cm™ frekans degerinde pik veren simetrik
CHs bagimin gegirgenliginde bir degisim goz-
lenmistir. 1087 cm™ frekans degerinde pik veren
—CO-0O- grubu bagmin da gegirgenlik degeri
diislis gostermistir. % gecirgenlik degerlerinde
gozlenen bu biiyiikk degisimler enzimatik bo-
zunma ortamindan alinan numunede bozunma-
nin gergeklestigini kanitlamaktadir.

Wang vd. (2005)’nin, yaptiklar1 ¢alismada, sol-
vent casting metodu yardimi ile hazirlanan po-
li(L-laktit) - blok - poli(2-etit-2-okzazolin) -
blok poli(L-laktit), (PLLA-PEOz-PLLA)
triblok kopolimer filmlerinin, proteinaz K ile
gerceklestirilen degradasyonunda, kopolimer ilk
2 saat sonunda belirgin bir molekiil agirlig: kay-
bina ugramis ve FTIR ile takip edilen proseste
baglar arasindaki gecirgenlik degerlerinde azal-
malar ve degisimler izlendigi belirtilmistir.

Proteinaz K, subtilisin carlsberg, subtilisin BPN
gibi enzimlerin farkli konsantrasyonlarinda
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PLA’y1 bozundurdugu literatiir caligmalarinda
goriilmektedir. (Morrison ve Boyd, 1994).

Proteaz DSM ile yapilan bozundurma isleminin
PLA’nin molekiil agirhigr tizerindeki etkisi farkl
stiirelerde aliman numunelerin GPC analizleri ile
saptanmustir (Sekil 6).
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Sekil 6. Proteaz DSM ile gergeklestirilen biyobo-
zunma isleminde molekiil agirligi kaybi

Sekil 6°dan gortildigi gibi, ilk 15 gilinlik siire
igersinde, polimerin bozunmasina iliskin mole-
kil agirhigr kaybr son derece diisiik seviyede
gerceklesmistir. Bu siireden sonra molekiil agir-
lig1 kaybinda belirgin bir artis gozlenmis 90
glinliik stire sonunda %23°liik bir kayip s6zko-
nusu olmustur. Proteaz DSM enzimi kullanila-
rak 2 aylik bozundurma isleminde yaklagik
%20’lik molekiil agirhigi kaybi tespit edilmis
olup bu proses i¢in optimum siirenin 2 ay oldu-
gu On goriilmiistiir.

Masaki vd. (2005), yaptiklar1 caligmada, yiiksek
molekiil agirlikli polilaktik asidi en ¢cok bozun-
duran enzimlerden biri olan proteinaz K ile ger-
ceklestirilen 100 saatlik bozundurma isleminin
sonucunda %20’lik bir molekiil agirligi kaybi
saptamislardir. Ayn1 ¢alismada CLE’nin (Triti-
rachium album’dan izole edilen proteinaz K)
PLA bozundurulmasinda diger proteaz ¢esitleri-
ne gore 500 kat daha etkili oldugu saptanmis ve
80 saat sonunda polimeri tamamen bozundurdu-
gu belirtilmistir.

Chen vd. (2002), proteinaz K enzimiyle 48 saat
boyunca PLGA’y1 bozundurarak, %62.5 dege-
rinde molekiil agirligi degisimini tespit etmis-
lerdir. Shirahama vd. (2000), alifatik poliesterle-
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rin farkli enzimlerle bozundurulmasini esteraz-
lipaz enzimleriyle gergeklestirmiglerdir. Bu ¢a-
lismada kolestrol esteraz enziminin poliesteri
100 saatte tamamen bozundurdugu, lipazin ise
ilk 50 saatte polimerleri hizlica bozundurdugu
ancak bu silireden sonra bozundurma hizinin
diistigli saptanmistir. Ayni ¢alismada, poliester-
lerin biyobozundurulmas: PHB depolimeraz en-
zimiyle gergeklestirilmis ve bu ¢alismada uygu-
lanan 5 saatlik bozundurma siiresi sonunda yak-
lasik %2’lik bir molekiil agirligi kaybi goriil-
mustur.

Sekil 7°de proteaz DSM ile yapilan degredasyon
isleminin PLA’nin morfolojik yapisinda mey-
dana getirdigi degisiklikler goriillmektedir. Orji-
nal PLA’nin XRD desenleri incelendiginde,
2teta=10-30° arasinda amorf faza sahip oldugu,
degredasyona ugramis olan {iriiniin XRD desen-
leri incelendiginde ise, 2teta= 32.5° 34° ve
38.5%de diffraksiyon pikleri verdigi izlenmistir.

Bu pikler, kristalin ve/veya sterokompleks kris-
talleri temsil etmektedir. Bu durum enzimin ya-
pisinda bulunan aminoasitlerin, Sekil 4’te agik-
lanmis olan mekanizma geregince, polimerin
yapist igerisindeki baglara tutunarak orijinal po-
limerin amorf yapisindaki gruplar1 hidroliz et-
mesinden ileri gelmistir.
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Sekil 7. PLA ile Proteaz DSM bozudurma tirii-
niine ait karsilastirmali XRD

desenleri

Orijinal polimerin amorf bdlgelerinin enzimatik
bozunma sonucunda hidrolize ugradig: ve kris-
talin fazlarin olustugu tespit edilmistir.

Enzimatik hidroliz iki adimda meydana gelmek-
tedir. Ik adimda enzimatik ortamda bulunan su
molekiilleri amorf faza difilize olmakta ve bura-
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daki ester baglarini hidroliz ederek yogun kris-
talin fazin olugmasina imkan saglamaktadir.

Hidrolize olarak bozunmaya ugrayan biyopoli-
merlerde, amorf fazlarin hidrolizinin yanisira,
uc gruplarin parcalanmasi da degradasyon isle-
minin ileri kademesini olusturmaktadir.

Wang vd. (2005), PLLA-PEOz-PLLA kopoli-
merinin proteinaz K ile yapilan enzimatik bo-
zundurulmasi sonucunda, 34 saatlik siire sonun-
da, amorf fazin tiikendigi kristalin yapilarin
olustugunu saptamaistir.

Polimerin biyobozundurulmasindan sonra olu-
san urlinlin 1511 gegislerinde meydana gelen de-
gisikliklerin incelenmesi amaciyla DSC analizi
yapilmistir.

Sekil 8’de gorildigi gibi, polimerin bozundu-
rulmasi ile ele gegen tirlinlerde belirgin bir cam-
st gecis sicakligi (Tg) degeri saptanamamis ve
133.17°C’den itibaren bir bozunmanin gergek-
lestigi izlenmistir.
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Sekil 8. Proteaz DSM ile gergeklestirilen
bozunma isleminde DSC desenleri

Bozunma {irlinlerinin termal gegislerinin karak-
terizasyon egrisi incelendiginde, 127.47 ile
165.21°C sicaklik araliginda polimerin bozunma
tirtinlerinin dekompozisyonu goézlenmistir. Po-
limerin bozundurulmasindan sonra meydana
gelen bozunma iiriinleri AH= 332.05 J.g™ dege-
rindeki 1siin etkisiyle farkli maddelere doniis-
miistiir. Bu durum polimerin bozundurulmasi
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sonucunda polimerin kompozisyonunda degisik-
lik oldugunu gostermektedir.

PLLA’nin proteaz DSM ile gergeklestirilen bo-
zunmasi sonrasinda, bozunmus iirline ait SEM
goriintiileri incelendiginde, camsi kristallerin ve
parlak yildiz seklinde yapilarin meydana geldigi
gozlenmistir. Bu sert ve camsi yapidan alinan
numunenin yilizey morfolojisi incelendiginde,
polimerin diiz ve homojen yiizeyinin tamamen
degistigi ve polimerin yiizeyinde mikro kiriklar
ve diizensiz ¢ubuksu yapilarin meydana geldigi
gozlemlenmistir (Sekil 9).

Bozunma {iriinliniin yiizeyine yogunlasildiginda
uzunlamasina diizensiz ¢ubuklarin, bu ¢ubukla-
rin u¢ kisimlarinda olusan yildizims: yapilarin
ve aralarda meydana gelen bosluklarin, orijinal
polimer yiizeyinden belirgin bir sekilde farklilik
gosterdigi tespit edilmistir.

Orijinal polimerin bozunma sonrasindaki ytizey
morfolojisinde meydana gelen bu degisiklikler,
poliester yapisindaki polimerdeki zayif Van der
Waals baglarinin ve ¢apraz (transversal direc-
tion) hidrojen baglarinin enzim ile kirilmasindan
ileri gelmektedir.

Sekil 9. Bozunma iiriiniine ait SEM analizi
sonucu (350 kat biiyiitme)

Sonuclar

Elde edilen sonuglar agagidaki gibi 6zetlenebilir:

e Candida cylindracea lipaz enzimi katalizor-
liglinde laktitin halka acilimi reaksiyonu ile
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farkli sicakliklar ve farkli siirelerde gergeklesti-
rilen polimerizasyon iglemleri ile yiiksek mole-
kil agirlikli polilaktik asit sentezi yapilmistir.

e En yiiksek molekiil agirligina sahip polimer
%4 lipaz konsantrasyonunda, 80°C sicaklikta
168 saatlik reaksiyon sunucunda elde edilmistir.
Yapilan tiim reaksiyon kosullarinda polidisper-
site degeri 1.5 civarinda olan ve doniisiim veri-
mi zamanla artig gosteren polimerler sentezlen-
mistir.

e Sentezlenen yiiksek molekiil agirlikli polilak-
tik asit proteaz enzimi ile biyobozundurulmus
ve 3 aylik siire zarfinda polimerin molekiil agir-
liginda %23’lik bir kayip tespit edilmistir.

e Degredasyon islemi sonucunda polimerin
termal gecislerinde, amorf fazinda ve ylizey
morfolojisinde belirgin degisiklikler kaydedil-
mistir.
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