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OZET

0—-AMILAZ ENZIMININ FOTOIMMOBILIZASYONU
Bu calismada, UV ile sertlestirilebilen N-(4-sodyumsiilfofenil)-maleimid

monomeri sentezlenerek enzim baglama potansiyeli incelendi.

Sentezlenen monomer, kovalent baglanma icin Brom ile aktiflestirilerek,
enzimin yiizeyindeki gruplardan ihiman sartlarda (0 °C, 30 dakika) reaksiyon
vermesine olanak saglandi. Bu yontemde, siilfonil bromiir u¢lu monomer proteinin
amino gruplariyla reaksiyona girerek, siilfonamid baglari olusturdu. Polimerik
destek UV-1sinlar1 yardimiyla sertlestirme teknigiyle hazirlandi.

Immobilizasyon verimi 68,18 mg/g monomer olarak bulundu. Maksimum
aktivite pH 6,5’ta gozlemlendi. Immobilizasyon, pH’a bagimli olan enzim
aktivitesini degismemistir. Serbest enzim i¢in optimum sicaklik yaklasik 30 °C
bulunmusken, immobilize enzim i¢in yaklagik 50 “C’ye kaymistir. Serbest enzim 15
giin iginde aktivitesini kaybetmistir.  Immobilize enzim ise 30 giin iginde

aktivitesinin sadece % 30’nu kaybetmistir.

Haziran, 2008 Umran YARAR

vi



ABSTRACT
PHOTOIMMOBILIZATON OF o ~AMYLASE ENZYME

In this study, UV-curable N-(4-Sodiumsulfophenyl)-maleimide monomer was
synthesized and its potentia for enzyme binding was investigated.

The Bromine, which is used to activate the synthesized monomer for covalent
attachments, has the advantage of giving reaction with the surface groups of enzyme
under very mild conditions (0 °C, 30 minute). In this procedure, sulfonyl bromide
pendant monomer reacted with amino groups of the protein to form sulfonamide
bonds. Polymeric support was prepaped by UV-curing technique.

The Immobilization yield was found to be as 68.18 mg/g monomer. The
maximum activity was observed at pH 6.5. Immobilization did not change the pH-
dependency of the enzyme activity. It was found that the optimum temperature for
the free enzyme was approximately 30 °C, while it shifted to nearly 50 °C for the
immobilized enzyme. Free enzyme lost its activity completely within 15 days.
Immobilized enzyme lost only 30 % of its activity in 30 days.

June, 2008 Umran YARAR
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SEMBOLLER

Vmax
AA

AG
At

: Absorbsiyon degeri

: Ornegin konsantrasyonu (umol/ml)

: Aktivasyon enerjisi

: Glukoamilaz aktivite birimi (umol/dakika)

: Michaelis-Menten sabiti (mg/mL)

: Is1gin aldig1 yol (cm)

: Dogrunun egimi

: Ortamin asitligi (0-14)

: Nisasta Konsantrasyonu (mg/mL)

: Maksimum reaksiyon hizi (mg/dakikaxmL)

: En biiyiik absorbsiyon degeri ile en kii¢iik absorbsiyon degeri
arasindaki fark

: Serbest enerji

: En biiylik absorbsiyon degerinin meydana geldigi zaman ile en
kiiciik absorbsiyon degerinin meydana geldigi zaman arasindaki fark
: Alfa

: Beta

: Ekstinksiyon sabiti (mL/mgxcm)

: loda

: Kappa

: Lambda
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BOLUM I

GIRIS ve AMAC

I.1. GIRIS

Enzimler, kimyasal katalizorlerden farkli olarak, reaksiyonlar1 sulu ¢ozeltilerde normal
sicaklik ve pH, diisiik sicaklik gibi ¢cok 1limli kosullarda katalizleyen, boylelikle 1siya duyarli
substratlarin bozunmasi olasiligin1 azaltan, prosesteki enerji gereksinimlerini ve korozyon
etkilerini azaltan katalizrlerdir. Bunlarin disinda yiiksek substrat 6zgiirliigiine sahiptirler.
Reaksiyonlarda arzulanmayan yan {riinlerin daha az olugsmasina neden olurlar, dolayisiyla
materyal maliyetini diisiiriirler ve {iriin ayristirma islemlerinin daha kolay yapilmasina katkida
bulunurlar [1].

Biitiin bu {stiinliiklerine karsin endiistriyel, analitik ve klinik proseslerde uygulamalari
gayet sinirhdir.  Ciinkii uzun uygulama siirelerinde diigiik bagil stabilite gosterirler,
izolasyonlar1 zordur ve pahalidir. Bu gibi sakincalarin bir kismimi gidermenin en iyi yolu
enzim molekiiliinii bir kati matris lizerine baglayarak ya da matris i¢inde tutuklayarak
gerceklestirilecek olan immobilizasyon islemidir [2, 3]. Boylelikle enzim molekiilii reaksiyon
ortaminda ¢ozlinmez hale getirilerek katalitik proses sonunda kolaylikla geri kazanilabilir ve
daha sonraki proseslerde tekrar kullanilabilir.

Immobilizasyon fikri 1970’lerde gelisti ve Japonya’da kurulan Tanaka Seiyako Sirketi
immobilizasyon yontemini ticari amagla kullanan ilk sirkettir [4].

Immobilize enzimlerin ¢dziiniir enzimlere olan iistiinleri asagidaki gibi dzetlenebilir:

- Enzimler tekrar tekrar kullanilabilirler,

- Katalitik prosesin siirekli bir sekilde c¢alistirilmasi, kolaylikla kontrol edilmesi
miimkiin olur,

- Uriinler saf olarak kolaylikla elde edilebilir,

- Uriinler kolaylikla ortamdan ayrilabilirler,

- Bazi hallerde enzimin aktivite ve stabilite gibi 6zellikleri immobilizasyon sonucu
gelisebilir,

- Prosesin atik ve malzeme tasinmasi gibi sorunlar1 en aza iner, ¢evre dostu bir

prosestir,



- Uretim maliyeti diiser [1].

Enzimlerin immobilizasyonu i¢in ¢esitli metodlar vardir. Bunlar fiziksel metodlar ve
kimyasal olmak {iizere iki kategoriye ayrilabilir [5-7]. Bununla birlikte immobilizasyon
metodlar agagidaki gibi siniflandirilabilir [8]:

- Kovalent Baglanma metoduyla enzimler kimyasal olarak kovalent baglarla suda
¢Ozlinmeyen tasiyicilara baglanirlar.

- Capraz Baglanma metoduyla enzimler ¢ok fonksiyonlu reaktiflerle ¢apraz baglanirlar.
Bu reaktifler enzim molekiilleri arasinda bag olustururlar.

- Adsorbsiyon metodu, enzim molekiillerinin tastyicilarin yilizeyine adsorblanmalari
esasina dayanir.

- Tutuklanma metodu, enzimler yapay ya da dogal polimer kafesleri i¢inde tutuklanirlar
veya yar1 gecirgen membranlar i¢ine alinirlar.

Son yillarda enzimler, biyoteknoloji alaninda yasanan hizli gelismelere paralel olarak
bir ¢ok yeni uygulama alani bulmustur [1].

Onemli bir endiistriyel enzim olan Glukoamilaz dogal olarak iki farkli yapida bulunur.
Bunlardan molekiil agirhgn biiyiik olana GAI ve kii¢iik olana GAII ad1 verilir. Ornegin;
Aspergillus Nigerden elde edilen GAI enziminin molekiil agirligi 82500°diir, ii¢ bdliimden
olusur. Yaklasik 440 aminoasitten olusacak katalitik boliim (N-terminal), 100 aminoasitten
olusan graniiller-nisasta baglama bolimii (C-terminal) ve bu iki boliimii birbirlerine ¢ubuk
seklinde ve O-glikosil baglariyla baglayan, 70 aminoasitten olusan bir baglayict bdlgeden
olusur. GAII enzimlerinde ise nigasta baglanma bolgesi bulunmaz. Bu enzimlerin nisasta
hidroliz aktiviteleri diger GAI enzimlerine gore daha azdir. Ancak maltooligosakkaritleri

hidroliz agisindan diger GA enzimleri ile aralarinda aktivite farki yoktur [9, 10].

1.2 AMAC

Bu calismada o-amilaz enzimini immobilize etmek i¢in Oncelikle sodyum-N-(4-
siilfofenil)-maleimid monomeri sentezlenerek, enzimle kovalent baglanmasi saglanacaktir.
Sodyum-N-(4-siilfofenil)-maleimid’e baglanan o-amilaz enzimi, c¢esitli reaktif akrilatlar,
capraz baglayici ve fotobaslaticidan olusacak sistemde Ultra Viyole (UV) 1sinlar1 yardimiyla
sertlestirilerek polimerik filmler hazirlanacaktir.

Polimerik film i¢inde immobilize edilen enzimin degisik pH, sicaklik, depolama siiresi,
tekrar  kullanilabilirlik  gibi  Ozellikleri immobilize olmayan o-amilaz enzimiyle
karsilastirilacaktir. Elde edilecek sonuglara gore immobilize olan enzimin endiistride rutin

islemlerde kullanilabilirligi tartigilacaktir.



BOLUM II

GENEL BIiLGILER

I1.1. ENZIMLER

Enzimler, hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize eden protein
yapisinda molekiillerdir. Hiicrelerde ¢cok 6nemli metabolik gorevleri olan enzimler
cesitli amaclarla kullanilmak {izere giinliik ve ekonomik hayata girmistir [11].

Enzimlerin insanlifin hizmetinde kullanilmasi hemen hemen insanlik tarihi
kadar eskidir. Insanlar daha ilk caglarda ekmek, sarap, peynir v.b. gida maddelerinin
hazirlanmasinda ve ayrica ilag olarak farkinda olmadan enzimlerden
yararlanmiglardir. Hiicre dis1 bir enzimatik aktivitenin olugu ilk kez 1783 yilinda
Spanallazi tarafindan atmacalarin mide suyunun eti eritebildigi gosterilerek
ispatlanmigtir. Daha sonra 1811 yilinda Kirchoff bugday nisastasinin zamanla
dekstrin ve sekere doniistiigiinii belirlemistir [12]. 1830 yilinda Robiquet, Boutron
ve Chalan’in amigdalinin ac1 badem tarafindan hidrolizledigini kesfetmesi
enzimoloji konusundaki ilk ¢alismalar olarak gosterilebilir [16].

Payen ve Persoz’un 1833 yilinda nisastay1r sekere doniistiiren termolabil bir
maddeyi alkol ¢oktiirmesiyle elde etmeleri enzimoloji alanindaki en Onemli
kilometre taglarindan biri olmustur. Bugiin amilaz olarak bilinen bu enzim o
giinlerde diastaz olarak adlandirilmisti ve giiniimiizde enzimlere iliskin pek ¢ok
geleneksel ve tiim sistematik adlandirmalardaki —ase eki kaynagini bu ¢alismadan
almistir [13]. 1834 yilinda Schwann pepsini olduk¢a saf olarak elde etmeyi
basarmustir [12].

Enzimlerin kesfinin basladig1 ilk yillarda bir¢ok arastirmaci fermantasyon
olaylarinda mayalar ve etkilerini géz oniine aldiklar1 i¢in enzimleri tanimlamaya
yonelik olarak ferment terimini kullanmiglardir. 19. ylizyilin ikinci yarisindan sonra
Ozellikle Liebigue ve Pasteur, fermantasyon olayinin yasayan hiicrelerden bagimsiz
diistiniilemeyecegini  vurgulamislardir. Sonugta  bugiin  enzimler ve
mikroorganizmalar olarak ayrilan iki olgu o tarihlerde organize edilmemis fermentler

ve organize fermentler olarak iki gruba ayrilmistir. Enzim terimini ilk kullanan ise



1878 yilinda Kiihne olmustur. Enzimlerin spesifikligi ve anahtar-kilit modeli gibi
kavramlar ise 19. yiizyilin sonlarinda Fisher tarafindan ortaya konmustur.

Enzimlerin bugiin anladigimiz anlamda saflastirilmalarina iligkin ilk ¢aligsmalar
1922-1928 yillar1 arasinda Willstaetter ve arkadaslari tarafindan yapilmistir.

Enzimler konusundaki diger 6nemli adim 1926 yilinda Summer’in iireazi
kristalize formda elde etmesiyle baslamistir.

Dogal olarak enzimlerin saflastirilmasi ve kristalizasyonu enzimoloji agisindan
cok biiylik Oneme sahip olmakla beraber, diger calisma konularini yasayan
hiicrelerde enzimlerin lokalizasyonunun belirlenmesi, fotosentez, solunum, biyolojik
oksidasyon ve biyokimyasal reaksiyonlardaki gorevlerinin ortaya ¢ikarilmasi, etki
mekanizmalarinin  incelenmesi,  kinetik  6zelliklerinin ~ tiim  ayrintilariyla
belirlenebilmesi olusturmaktadir [14]. Enzim molekiiliiniin {i¢ boyutlu
konformasyonunun tam anlamiyla agikliga kavusturulabilmesi ise X-iginlari
kristalografisi yardimiyla gerceklestirilebilmistir. Bu konudaki ilk ayrintili ¢alisma

da yumurta lizoziminin kristalografik analizi olmustur [15].

I1.1.1. Enzimlerin Ozellikleri

Enzimler, hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize eden protein
yapisinda molekiillerdir. Hiicrelerde ¢ok 6nemli metabolik gdrevleri olan enzimler
cesitli amagclarla kullanilmak iizere giinliik ve ekonomik hayata girmistir [11].
Onemli genel 6zellikleri sunlardr:

e Enzimlerin ¢ogu, pH’s1 5’den kiiclik, 9’dan biiyiikk cozeltilerde ve
40°C’nin tstiinde aktifligini kaybeder. Enzimlerin buzdolabinda 2-
5°C’de saklanmasi ile aktifliklerini daha uzun siire korumalari
saglanabilir [17].

e Enzimler reaksiyon sonunda degismeden ¢ikar ve ayni reaksiyon ig¢in
tekrar tekrar kullanilabilir.

e Enzimlerin tepkimeleri c¢ift yonlii olup, molekiillerin pargalanmasini
veya birlesmesini saglarlar [18].

e Enzimler tepkimenin yoniini degil, dengenin oraninit belirlerler.
Dengenin yoniinii belirleyen faktorler; konsantrasyon, sicaklik, gerekli
1s1 ve basing seklinde siralanabilir [19].

e Enzimler takim halinde ¢aligir. Birinin son {iriinii kendisinden sonraki

enzimin substratt olabilir.  Ornegin, amilaz enzimi nisastay1 iki



glukozlu maltoza, maltaz enzimi de maltozu glikoza parcalar. Glikozda
bir seri enzim aracilig1 ile laktik aside doniistiiriiliir. Yani; reaksiyonun
her basamaginda ayr1 bir enzim gorev alir [19].

o Genellikle yiiksek derecede segicilik gosterirler.

e Enzimler substrata baglanarak enzim substrat kompleksi olusturarak
katalizledikleri reaksiyonun aktivasyon enerjilerini diistirtirler [20].

e Kapasiteleri fazladir, az miktarda enzim kisa zamanda biiyiik
miktarlarda {iriin tiretebilir.

e Aktiviteleri substratlar1 tarafindan degil; kimyasal maddeler tarafindan
kontrol edilir.

e Insan viicudunda yaygi olarak bulunmaktadirlar.

e Kimyasal katalizorler, birden fazla kimyasal tepkimede rol oynarken
enzimler genellikle tek bir tepkimeyi kataliz etmektedir.

e Bazi enzimler, yapt bakimindan birbirine benzeyen substratlarin
hepsine etki edebilmektedir. Bu tlir enzimlere gevsek oOzgiilliik
gosteren enzimler denir.

e Enzimler belirli bir aktivator ile aktiflesirler ve aktivatorlerini
degistirmezler. Ancak bir aktivator, birden ¢ok enzimi aktiflestirebilir.

Bu yiizden bir hiicrede enzim miktar1 aktivator miktarindan fazladir

[19].
Enzim yok Enzim var
Serbest Enerji  (katalizsiz) Serbest Enerji  (katalizli)
Aktivasyon
enerjisi, Ea PP AA
Tepkiyerler Tepkiyen)é\ Aktivasyon Enerjisi, E’a
I |
AG®, AG®4
| [ Urtin
Reaksiyonun ilerlemesi Reaksiyonun ilerlemesi

Sekil II.1: Enzim katalizli ve katalizsiz reaksiyonlarin aktivasyon enerjileri.

e Katalizledikleri tepkimeler ve substratlar1 konusunda ileri derecede

spesifiktirler.



Enzimler kimyasal bakimdan protein yapisinda molekiillerdir. Ancak, ¢ogu
durumda s6z konusu proteine, protein olmayan daha kiiciik yapili organik veya
anorganik molekiillerin baglanmasiyla olusmus bir yap1 gozlenir. Bu son durumda
enzimin protein kismi ‘apoenzim’, protein olmayan pargasi ise ‘prostetik grup’ veya
‘koenzim’ olarak tanimlanmaktadir [21, 22]. Apoenzim ve koenzimin olusturdugu
aktif yapiya haloenzim denilmektedir. Siklikla karsilagilan kofaktorler arasinda
metal iyonlar1 (Zn®", Fe*" gibi) ve organik yapida olan (NAD", FAD gibi) koenzimler
yer alir.  Enzimler genellikle bir tek substrati iirline doniistiiriir.  Enzim
molekiillerinde aktif merkez denilen 6zel bir cep yada yuva bulunur. Aktif merkez
substrata uyumlu olan iig-boyutlu bir yilizey olusturan aminoasit yan zincirleri igerir.
Aktif merkez substrati baglayarak bir enzim-substrat (ES) kompleksi meydana
getirir.  Enzim-substrat kompleksi enzin-iiriin kompleksine doniisiir ve sonrada
enzim trliinden ayrilir [23, 24]. Enzimler protein yapida olduklarindan, bulunduklari
dogal ortam sicakliklarindan daha yiliksek sicakliklarda tersinmez olarak
denatiirasyona ugrarlar, aktivitelerini kaybederler [25, 26]. Kofaktér ve koenzimler
olmadan bilesik enzimler aktivite gostermezler. Ornegin; Sitokrom oksidaz Cu2+,
DNA polimeraz Zn 2+, iireaz enzimi Ni 2+ iyonlar1 gibi kofaktére ihtiyag duyarlar.
Yine tiikriikte bulunan amilaz enziminin nisastay1 parcalamasi i¢in kofaktor olarak

CI iyonuna ihtiyact vardir [27].

11.2. ENZIM IMMOBILIiZASYONU

Immobilizasyon, enzimlerin suda ¢dziinmeyen bir tastyiciya fiziksel veya
kimyasal olarak baglanmasi, suda ¢dziinmeyen iirlin veren bir kopolimerizasyona
enzim molekiiliiniin monomer olarak katilmasi ve suda ¢dziinmeyen bir matriks veya
suda ¢oOziinmeyen mikrokapsiillerde tutuklanmasidir. Bagka bir ifadeyle; suda
¢oziinen ve c¢oOzeltide serbest hareket edebilen enzim molekiillerinin  suda
¢coziinmeyen reaktif polimer tasiyiciya baglanarak, yine suda ¢dziinmeyen yiizey
aktif tasiyicilarda adsorplanarak, bifonksiyenel reaktiflerle capraz baglanarak ve
polimer matrikste, yari gecirgen membran veya mikrokapsiillerde tutuklanarak
hareketin smirlandirilmasi olayina enzim immobilizasyonu denir [16]. Immobilize
enzim terimi agsagidaki tanimlamalar1 kapsar:

e Uygun tekniklerle suda ¢6ziinmez forma doniistiiriilen enzim,



e Enzim molekiiliiniin kendisi reaktdr i¢inde kalacak fakat iirlinii ve
subsrat gecisini saglayacak bir membrana sahip olan ultra filtrasyon
reaktorii i¢cindeki ¢Oziiniir enzim,

e Suda ¢6ziinmeyen bir polimere baglanarak mobilitesi sinirlanmis fakat
¢Oziiniir halde olan enzimdir [1].

Enzim immobilizasyonu ¢aligmalariin ¢eyrek asirlik bir gegmisi vardir. Daha
1916 yilinda NELSON ve GRIFFEN invertazi aktif komiirde adsorplayarak
immobilize etmisler ise de bu calismada amag; enzimi immobilize etmek degil
saflagtirmakti. 1961 yilina kadar bu alanda yapilan ¢aligsmalar sayili olmakla birlikte
ozellikle ZITTLE, McLAREN, MANECKE, KATCHAESKI ve MITZ bu arastirma
alanina 6nemli katkilarda bulunmuglardir. [16, 28, 29]. 1961 yilindan sonra enzim
immobilizasyonu ve immobilize enzimlerin uygulamalar1 tizerindeki caligmalar
giderek yogunluk kazanmig ve giiniimiizde en ilging arastirma konularindan biri

olmustur [30].

I1.2.1. Immobilizasyonun Avantajlari
Son yillarda enzimler kimya, biyoteknoloji ve diger endiistri alanlarinda ¢ok
cesitli amaclar i¢in kullanilmaya baslanmistir. Bu enzimlerin (katalizorlerin) pahali
ve ortam kosullarina karsi dayaniksiz olmasi, bilim adamlarin1 enzimlerin daha
ekonomik ve kullanigh hale getirilme olanaklarinin arastirilmasina yoneltmistir.
Enzim iiretiminde genellikle mikrobiyal kaynaklar kullanilmasina ragmen, bu
yolla enzim saflagtirilmasi ¢ok masraflidir.  Cesitli kaynaklardan izole edilen
enzimlerin reaksiyon ortaminda aktivitelerini yitirmeden geri kazanmalar
olanaksizdir. Bu durum enzimlerin ¢ok spesifik ve pahali katalizor olmalarina neden
olur ve maliyeti yiikseltir. ~ Serbest enzimler siirekli iiretim sistemlerine de
uygulanmazlar [30]. Bu gibi sakincalarin bir kismini gidermenin en iyi yolu enzim
molekiiliinii bir kati matriks iizerine baglayarak ya da matris i¢inde tutuklayarak
gerceklestirilecek olan immobilizasyon islemidir.  Bdylelikle enzim molekiilii
reaksiyon ortaminda ¢oziinmez hale getirilerek katalitik proses sonunda kolaylikla
geri kazanilabilir ve daha sonraki proseslerde tekrar kullamlabilir. Immobilize
enzimlerin ¢Oziiniir enzimlere olan ana iistiinliikleri agagidaki gibi 6zetlenebilir.
e Bircok kez ve uzun stire kullanilabilir.
e Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in uygundur.

e Dogal enzime kiyasla daha kararlidir.



Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gosterebilir.
Enzimin kendi kendine parcalanmasi (autolysis, self-digestion) olasiligt
azalir.

Uriin enzimle kontamine olmaz, ¢iinkii enzim matrikste tutulur.
Katalitik prosesin siirekli bir sekilde calistirilmasi, kolaylikla kontrol
edilmesi miimkiin olur.

Uriinler saf olarak kolaylikla elde edilebilir [31].

Baz1 hallerde enzimin aktivite ve stabilite gibi Ozellikleri
immobilizasyon sonucu gelisebilir.

Prosesin atik ve malzeme tasinmasi gibi sorunlart en aza iner, g¢evre
dostu bir prosestir.

Uretim maliyeti diiser [1].

I1.2.2. Immobilizasyon Y&nteminin Segimi

Immobilizasyon yénteminin se¢iminde oncelikle enzimin baglanacag: destek

materyalinin yapis1 dikkate alinmalidir [32].

Basarili  bir immobilizasyon i¢in asagidaki faktorler g6z Oniinde

bulundurulmalidir.

Destek materyalinin mekanik 6zellikleri, 6zellikle fiziksel formu ve
mekanik kararliligi g6z oniinde bulundurulmalidir.

Enzim, tepkimenin yiiriitiilecegi kosullarda kararli olmalidir.

Capraz baglayic1 reaktifler, enzimin aktif uglar1 ile tepkimeye
girmemelidir veya ¢apraz baglayici reaktif, enzimin aktif ucuna niifus
etmemesi i¢in olabildigince biiylik olmalidir.

Miimkiinse enzimin aktif ucu bir sekilde korunmalidir. Ornegin
stilthidril enzimleri, sistein ile tepkimeye sokularak korunabilir ve
daha sonra enzim tekrar aktiflestirilebilir.

Immobilizasyonda, baglanmamis enzimi uzaklastirmak igin uygulanan
yikama islemi enzimi etkilememelidir.

Immobilize enzim, bazi kimyasal tepkimelerde devamli katalizor
olarak kullanilacak ise immobilizasyon ydntemini se¢cmeden Once

tepkimenin dogas1 gz onilinde bulundurulmalidir [33].



I1.3. GLUKOAMILAZ

I1.3.1. Fiziksel Ozellikleri

Glukoamilaz (GA; 1,4 a-D-glukan glucohydrolase EC 3.2.1.3.), cesitli mantar
tiirlerinden, 6zellikle Aspergillus ve Rhizopus tiirlerinden hiicre dis1 enzim olarak
uretilir. Aspergillus niger’den elde edilen glikoamilaz endiistriyel 6l¢ekte en yaygin
kullanilanidir.  Glikoamilaz enziminin o6zellikleri, elde edildigi kaynaga ve
saflastirma i¢in segilen yonteme gore degisebilmektedir [34]. Glikoamilaz enzimi
nisasta ve oligosakkaritlerin indirgen olmayan ug¢larindan a-1,4- ve a-1,6-glikozidik
baglarini hidroliz ederek D-glikoz meydana getirir. Sekil I1.2’de GA enziminin X-
ray ile elde edilen yapis1 gdsterilmistir. Onemli bir enzim olan glikoamilaz dogal
olarak iki sekilde bulunur. Molekiil agirlig1 biiyiik olana GAI ve kiigiik olana GAII
adi verilir. Aspergillus niger’den elde edilen GAI enziminin molekiil agirligi
82500°diir ve ti¢ boliimden olusur. Yaklasik 440 aminoasitten olusan katalitik boliim
(N-terminal), 100 aminoasitten olusan graniiler nisasta baglanma bolimii (C-
terminal) ve bu iki boliimii ¢ubuk seklinde ve O-glikosil baglayan, 70 aminoasitten
olusan bir baglayici bolgeden olusur. Sekil I1.3’te Glukoamilaz enziminin boliimleri
gosterilmigtir.  GAIl enzimlerinde ise nisasta baglanma bdlgesi bulunmaz. Bu
enzimlerin nisasta hidroliz aktiviteleri GAI enzimlerine gore daha azdir. Ancak
maltooligasakkaritleri hidrolizleri agisindan diger GA enzimleri ile aktivite farki

yoktur.

Sekil I1.2: Aspergillus Awamori mikroorganizmasindan elde edilen Glukoamilaz

X100 enziminin X-ray ile elde edilen goriintiisii
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Katalitik bilge Baglayici bislge Nigasta baglanma bl gesi
~BlA" ~100A® ~30A°

Sekil I1.3: Glukoamilaz enziminin boliimleri

Glikoamilaz enzimleri degisik miktarlarda mannoz ve az miktarda da
glikozamin igeren glikoproteinlerdir. ~ Yapilan bir calismada GA enzimindeki
mannoz gruplart glikoz ile yer degistirilmis ve bu degisimin nisasta hidrolizini
olumsuz yonde etkiledigi bulunmustur. Nisasta hidrolizinin gerceklesmesi i¢cin GA
enziminin nigastaya adsorrplanmasi gerekir. GA enzimine bagli olan karbonhidrat
zincirlerinin enzimin nisasta hidroliz yetenegi ile iliskisi vardir [35].

Enzimin elde edildigi kaynaga ve saflastirma yontemine gore, pH ve sicakligin
enzim aktivitesi lizerine etkisi degisiktir.  Aspergillus tiirlerinden elde edilen
glikoamilazin aktivitesi i¢in bulunan optimum pH degeri 3.5 ile 5.0 arasindadir.
Rhizopus’dan elde edilen enzim i¢in ise bu deger 4.5 ile 5.5 arasindadir.

Yapilan arastirmalarda Aspergillus niger’den elde edilen glikoamilazin,
Rhizopus delemar’dan elde edilen enzime goére c¢ok daha kararli oldugu
belirlenmistir. Glikoz veya oligosakkaritler enzim kararliligini arttirirken, kalsiyum
kloriir ise azaltmaktadir [36].

Karbohidrazlarin en Onemli kaynagim1 Bacillus olusturmaktadir. Bir
karbohidraz olan a-amilaz enzimi ticari olarak kullanilan ilk enzimdir [37]. a-
Amilaz enzimi, nigasta molekiiliindeki a-1,4 baglarin1 parcalayarak glikoz, maltoz,
maltotrioz ve a-limit dekstrinlerin olusumunu saglar. Nisasta, ¢ok sayida glikoz
molekiliiniin farkli sekillerde baglanmasiyla olugsmus polisakkarit o6zellikte bir
bilesiktir. Bazi1 bakteriler ve mantarlar tarafindan iretilen a-amilaz, B-amilaz,
glikoamilaz ve glikoizomeraz gibi enzimler nisastayr parcalama yetenegine

sahiptirler [38].
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Fungal o-amilazlar sicakliga bakteriyel a-amilazlardan daha az stabil
oldugundan tizerinde ¢alisilan asil enzim kaynagini daha ¢ok bakteriyel; 6zellikle de
Bacillus amilazlart olusturmaktadir [11]. Bu cinsin 7 tanesinin sentezledigi a-amilaz
enzimi ¢esitli arastiricilar tarafindan tanimlanmis ve karakterize edilmistir. Bunlar;
B. subtilis [39], B. Amyloliquefaciens [40], B. caldolytcus [41], B. coagulans [42],

B. licheniformis [43], B. macerans [44] ve Amylosacchariticus’dur [39].

I1.3.2. Endiistrideki kullanim Alanlar1

Bugiin ticari kullanimda, a-amilaz nisastay1 dekstrine doniistiirmede kullanilir.
Olusan dekstrin sogutma esnasinda jellesmeyip ¢Oziiniir haldedir. Bu noktada
dekstrin, glukoamilaz tarafindan daha ileri parcalanmalara ugratilarak yiiksek
konsantrasyonlu glukoz surubu elde edilir [45].

Yapilan calismalarin ¢ogunda a-amilazin aktiflik tayinleri asagida verilen
metodlardan birisi ile yapilir.

e Nisastadan olusan seker miktar1 ol¢iiliir [46,47].
e Reaksiyon sonucunda nisasta miktarindaki azalma iyot ile olusan
spesifik reaksiyon yardimiyla o6l¢iiliir [48,49].

Bir kromojenik grup substrata baglanir ve bu substrattan geriye kalan ¢6ziiniir
kisminin optik yogunlugundaki degisim monitdr yardimiyla izlenir [50].

Termostabil o-amilazin uygulama alan1 olduk¢a genislemis ve cesitlenmistir.
Bu enzimler tekstil ve kagit endiistrisinde, nisastanin sivilastirilmasinda, ekmek,
glikoz ve fruktoz suruplar1 ve tutkal iiretiminde, alkol fermentasyonunda
kullanilmaktadirlar [51-53].

Bira, damitma, firincilik ve tekstil endiistrisinde kullanilan, Bacillus ve
Aspergillus tarafindan fretilen, ayrica arpa ve bugday maltinda da bulunabilen
enzimler, amilaz ve endo B-glukanazlardir [54].

Tekstil endiistrisinde dokuma sirasinda ipliklerin saglam ve diizgiin olmasi ve
kopmamasi i¢in iplikler nigasta igeren bir ¢ozelti ile muamele edilmektedirler. Bu
isleme hagillama adi verilir. Kumas dokunduktan sonra, kumastaki fazla nisastanin
uzaklagtirilmasi gerekir. Bu isleme de hasil alma (s6kme) adi1 verilmektedir. Hasil
alma ajani olarak da yaygin olarak a-amilaz enzimi kullanilmaktadir [55].

Gida endiistrisinde, nisastanin a-amilaz enzimi ile hidrolize edilmesi sonucu
aciga cikan drlinler, yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bu {irlinlerden dekstrin,

nisastanin glikoza kadar hidrolize olmasindan Once olusan kisa molekiilli ilk
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triindiir. Dekstrinler ¢oziiniirliigii yiiksek ve dayanikli bir {iriin olup, yogun surup
kivaminda bir maddedir ve bu maddeler gidalarda viskozite arttirici, yani,
koyulastirici dolgu maddesi olarak kullanilmaktadir [56].

a-amilaz enzimi ekmek iiretiminde, ekmegin bayatlamasini geciktirmesinden
ve raf Omriinli uzatmasindan (2-3 giin) dolayr yaygin olarak kullanilmaktadir.
Meyve suyu endiistrisinde de uygulama alani bulan enzim, 6zellikle elma ve armut
sularinin berraklastirilmasinda kullanilmaktadir.  Meyveler tam olgunlasmadan
toplandiginda meyvede hala nisasta bulundugu i¢in meyve suyunda bulaniklik
meydana gelmektedir. Bu sorun, ortama a-amilaz ilave edilerek giderilmektedir

[57].

I1.4. NISASTA

Cok sayida monosakkarit birimlerinin, disakkaritlerde oldugu gibi oksijen
koprileriyle birlesmesi sonucu polisakkaritler meydana gelir.  Eger birlesen
birimlerin hepsi aymi ise bu bir “biyohomopolimerdir’dir, farkli birimlerin
birlesmesinden ise  “biyoheteropolimerler” meydana gelir. Biyohomo
polisakkaritlerin en 6nemlileri nigasta ve seliilozdur [45].

Glikoz canlilarin 6nemli bir enerji saglama maddesi, nisasta ise enerji
depolama maddesidir. Yapisi ¢cok sayida D-glukoz molekiillerinin maltozda oldugu
gibi, 1,4 o seklinde birlesmesiyle meydana gelmistir.  Nisasta, tahillarda,
baklagillerde, patates gibi yumrularda bol miktarda bulunur. Az miktarda da
bitkilerin hemen her yerinde bulunur. Tahil nisastasi, amiloz ve amilopektin olmak
tizere iki irliin karistimindan olugsmustur. Amiloz, tahil nisastasinin %20-30’unu
olusturur. Suda ¢Oziiniir ve iyot ile mavi renk verir. Reaksiyon, iyot molekiillerinin
glukoz birimleri tarafindan olusturulan tiinelciklerin bosluguna yerlesmesi sonucu
meydana gelen formun farkli fiziksel 6zellikler gostermesi esasina dayanir. Ayrica
bu tiinelcikleri 6,7 ve 8 glukoz birimlerinden ibaret halka seklindeki pargalara ayiran
enzimler vardir. Bu iiriinlere “siklodekstrin” veya “Schardinger-Dekstrin” ad1 verilir.

Glikoz birimlerinin 1,4 a seklinde baglanmasi agili oldugundan ve bu agilar
hep aynm1 yone dogru oldugundan tersiyer yapisi sarmal seklindedir. Bu sekilde
olusan amilozun molekiil agirligt 5x104- 5x105 arasinda degisir, yani yaklasik
olarak 200-2000 glikoz birimlerinden olugmustur. Molekiil sarmal olmakla birlikte

cizgiseldir ve yan dallanmalar yoktur.
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Amilopektin, tahil nisastanin % 70-80’ini olusturur, molekiil agirlig1 biiytiktiir,
5%105 - 5x106 ve zincirler 250-5000 glikoz birimlerinden olugmustur. Molekiilde
fazlaca 1,6 o seklinde dallanmalar bulunur. Yaklasik 20-30 glikoz birimlik
araliklarla 13-18 birimlik dallanmalar vardir [58,59]. Patates nisastasindaki
amilopektin yiizdesi daha fazladir ve molekiil agirligi da diger nigastalara gére daha
yiiksektir. Amilopektin suda ¢dziinmez, iyot ile mavi-kirmizi bir renk verir. Sicak
suda kolloidal olarak dagilir ve buna “nisasta pismisi” denir. Bu olay bir hidroliz
olmayip, su molekiillerinin sicakligin etkisiyle dallanmis olan nisasta molekiillerinin
arasina girmesi ve saglam yapiyr dagitarak bozmasi seklindedir [60]. Biitiin nisasta
tiirleri asitli su ile 1sitilinca glikoza hidrolizlenir. Amilaz enzimi de nisastay1 maltoz
veya glikoza kadar hidrolizler. Amilaz enzimi de nisastayr maltoz veya glikoza
kadar hidrolizler, maltoz ise “maltaz” enzimi ile glikoza hidrolizlenir. Ayrica
nisastalar karbonhidrat kaynagi olarak tiiketilir. ~Kivam koyulastiric1 olarak
yiyeceklerde kullanilir.  Nisasta gidasal olmayan uygulamalarda kumaslarin
dayanikliligini ve kagit yiizeylerinin kalitesini arttirmakta yaygin olarak kullanilir.

a—Amilaz tarafindan hidroliz edilen nisastadan olusan indirgenmis hemiasetal
gruplart 3,5—dinitro—salisinat ile tayin edilebilir [61]. Olusan nitroamino salisilik asit
konsantrasyonu kolorimetrik olarak olg¢iiliir. Yeniden olusan terminal gruplarin
konsantrasyonu, dogrudan dogruya enzim aktifligine karsilik gelir. Amilozun yapisi

Sekil 11.4°te, Amilopektinin yapis1 Sekil I1.5°te gdsterilmistir [62].

< /\*A/" CHzOH
ANstN o omen
HO OH Y /Ao 8
HO OH
Ho OH O"'

Sekil I1.4: Amilozun yapisi
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Sekil I1.5: Amilopektinin yapisi

I1.5. ENZIM IMMOBILIZASYONU ICIN TASIYICILAR

Immobilizasyon (tutuklama), enzimlerin katalitik aktifliklerini kaybetmeden
stirekli ve defalarca kullanimlarini saglamak tiizere, fiziksel veya kimyasal olarak bir
destek materyali iizerine tutturulmasi olarak tanimlanir [63]. immobilize bir enzimin
ana komponentleri enzim molekiilii ve tasiyicidir ve immobilize enzim sisteminin
performansini  etkileyen en Onemli komponent tasiyict yani matrikstir.
Immobilizasyonda, immobilizasyon islemi esnasinda veya immobilizasyondan sonra
enzim aktif merkezinin zarar gérmeyecegi bir yontem se¢ilmelidir. Bdyle bir
secimin saglikli olabilmesi i¢in enzimin yapisinin ¢ok iyi bilinmesi gerekir. Enzim
ile tastyict arasinda herhangi bir baglanma s6z konusu ise ya bu baglanmanin aktif
merkez iizerinden gerceklesmeyecegi tasyicilar secilmeli ya da immobilizasyon
islemi sirasinda aktif merkez korunmalidir [64]. Uygun olarak secilen destek
materyali, iizerine immobilize edilen enzimin aktifligini korumasini saglar ve
islemsel kararlihigini arttirr [31, 65]. lyi bir destek materyali biiyiik yiizeysel alan,
gecirgenlik (permeability), ¢oziinmezlik, kimyasal, mekanik ve termal kararllik,
uygun bi¢im ve partikiil biiyiikliigli, mikrobiyal etkilere dayaniklilik [66], yliksek
tutuculuk, yiiksek rijidite (sertlik ve saglamlik), rejenere gibi oOzelliklere sahip
olmalidir.

Immobilizasyonda kullanilan matriksler morfolojik yapilarina gore gdzenekli
ve gbozeneksiz [1], bilesimlerine gore dogal ve sentetik bircok organik ve anorganik

materyal kullanilmaktadir [67].

14



I1.5.1. Morfolojik Yapiya Gore Siniflama

Gozeneksiz yapida (Non-Pordz) tastyicilar yapilarinda gozenekler (porlar)
bulunmayan tastyicilardir. Yiizey alanlarinin ¢ok kiiclik olmasi enzim molekiiliiniin
baglanmasini sinirlar.  Baglanma miktarini arttirmak i¢in ¢ok ince ogitilmiis
partikiiller kullanmak gerekir. Bu da immobilize enzimin reaksiyon ortamindan
ayrilmasi islemlerinde giiglilk ¢ikarir. Dolgu yatakli reaktorlerde biiyiik basing
diismelerine ve diisiik akis hizlarina neden olur. Bununla birlikte baz1 avantajlar1 da
vardir. Enzimin molekiilleri tasiyicinin dis yiizeyine baglanacagindan substrat ve
tiriinler icin difiizyon giicliikleri goriilmez. Enzimin kendisini kusatan gevre ile
dogrudan temasta olur.

Gozenekli (pordz) tastyicilar, organik ya da inorganik yapida olabilirler. Birim
agirlik basina yiiksek ylizey oranina sahiptirler, bu ylizden yiiksek enzim baglama
yetenekleri vardir ve endiistriyel uygulamalarda kullanilan ideal tasiyicilardir. En
onemli sakincalar1 ise enzim baglanmasinda kullanilan yiizeyin i¢ ylizey olmasidir.
I¢ yiizeyler hem enzim baglanmasimi kolaylikla saglayacak sekilde hem de substrat
ve lrlinlin enzime kolayca ulasabilmesine izin verecek sekilde olmalidir. Aksi
taktirde difiizyon giicliikleri ortaya ¢ikar. I¢ yiizeyler enzimi tiirbiilanstan ve sert dis
¢evre kosullarindan korurlar.

Gozenekli tasiyicilar rasgele ya da kontrollii gozenek dagiliminda olabilirler.
Rasgele por dagiliml tasiyicilar sinirli sayida gozenege sahiptirler.  Total
yiizeylerinin kiiglik bir kismi etkin olarak kullanilabilir durumdadir. Kontrollii por
dagilimi olan tasiyicilar ise genis bir por dagilimina sahiptir. Bunlarda por
biiylikliigii ile yilizey alani arasinda ters bir orant1 vardir. Bu da 6zel bir enzim
substrat sistemi i¢in por ¢apinin optimasyonunu olanakli kilar.

Bir kisim gozenekli tasiyicilar jeller olarak siniflandirilabilirler.  Jeller
enzimlerin tutuklanmasinda, kovalent olarak ya da adsorbtif olarak baglanmasinda
genis olarak kullanilirlar. Ancak elastik karakterlerinden dolay1 tam stabil por
yapisina sahip degildirler ve kolaylikla sikistiklarindan tapa akish reaktdrlerde basing
diismelerine neden olurlar. Diger taraftan elastik yapida olmalar1 onlarin arzulanan
konformasyonda {iretilmelerini olanakli kilar. Karistirmali tank reaktorlerinde rijit

yapidaki jellere kiyasla daha az deformasyona ugrarlar [1].
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I1.5.2. Kimyasal Yapiya Gore Siniflama

Organik tasiyicilar; dogal polimerler, proteinler, aktif karbon ve sentetik
polimerler olmak iizere siniflandirilabilir. Organik tastyicilar da dogal ve sentetik
olmak {izere kendi aralarinda ikiye ayrilirlar.

Organik tastyicilar istenmeyen fiziksel Ozelliklerinden dolayr fiziksel,
kimyasal, termal ve mikrobiyal degradasyonlara karsi enzim prepasyonlarinin zayif
stabiliteye sahip olmasi inorganik tasiyicilarin organik olanlara karsi bazi avantajlara
sahip olmasini saglar [1]. Fakat organik desteklere oldukca fazla sayida ve cesitli
fonksiyonel gruplar katilabildigi i¢in ticari olarak mevcut olan birgok immobilize
enzim sistemi organik tasiyicilarda immobilize edilmislerdir [66].  Organik
tagtyicilarda  hidrofilik ya da hidrofobik karakteristikleri iceren dogal

makromolekiiller (polimerler) ve sentetik polimerler olarak siniflandirilabilirler.

I1.5.2.1. Dogal Polimerler

Polisakkaritler, polisakkarit omugasi igceren ve en genis olarak kullanilan
tasiyicilar alglerden ve seliillozdan elde edilirler [1]. Polisakkarit desteklerinden olan
agaroz, dextran, seliiloz tiirevleri enzimleri baglamada ve alijnat ile karregenen ise
hapsetme amactyla kullanilir [68, 69].

Polisakkarit olarak seliiloz, enzimlerin kovalent baglanmasi i¢in tasiyici olarak
kullanilabilen ilk malzemelerden biridir. Sekil I1.6°da seliizon yapist gosterilmistir.
Kimyasal olarak, seliiloz birbirlerine (1—4) glikozidik baglartyla baglanmis olan B-
D-glukopiranozid birimlerinden olusan, bitkisel bir elyaf olup, buna ek olarak

hidrojen baglariyla zincir i¢i etkilesimlerde s6z konusudur.

L CHOH o o OH
NI R
OH CHOH ©
HO

Sekil I1.6: Seliilozun yapisi

Polisakkaritlerin hidroksil gruplar tasiyici ile enzim molekiilleri arasinda
yeterince kovalent baglar olusturacak yeterlilikte reaktiviteye sahip olmamakla
birlikte, seliiloz polihidrik alkollerle ilintili biitiin reaksiyonlara girer, bdylelikle

genis bir aralikta aktif seliiloz tiirevleri hazirlanabilir.
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4-aminobenzil-, aminoetil-(AE-), dietilaminoetil-(DEAE-), karboksimetil-
(CM-), epiklorohidrintrietanolamin-(ECTEOLA-),  oksi-, fosfo-, siilfoetil-,
trietilaminoetil-(TEAE-) ticari olarak mevcut olan kimyasal olarak degistirilmis
cesitli seliiloz tipleridir. Bunlar iyon degistirici olarak kullanilabilirler. Bu sekilde
degistirilmis olan seliillozlar iyonik baglama ile enzimlerin dogrudan
immobilizasyonunda kullanilabilirler, ayn1 zamanda ¢ok cesitli kovalent baglama
yontemlerinin kullanilmasina da olanak verirler. Enzimler bu tasiyicilara genellikle
amino gruplart iizerinden gecerek baglanir. Enzim immobilizasyonu i¢in en sik
kullanilan selilloz tiirevlerinden bazilar1 triazinil-seliiloz, bromoacetil-seliiloz,
seliiloztrans-2,3-karbonat, seliiloz imidokarbonat, selilloz azid, selilloz karbonil,
diazoseliiloz, izosiyanatoseliiloz’dur.

Capraz bagh dekstran esashi ¢oziinmeyen gozenekli tasiyicilar molekiiler elek
Ozelligine sahip olup jel filtrasyon kromatografisi i¢in tasiyict olarak
gelistirilmislerdir ve ticari olarak mevcutturlar (SephadexR). Sekil I1.7°de dekstranin
yapis1 gosterilmistir. Inkliizyon sinirlari ve su tutma kapasiteleri ile karakterize
edilirler.  Bu o6zelliklerinden dolayr enzim immobilizasyonunda kabul goéren

materyaller sinifinda yer almiglardir.

HOHC
HQ.
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o
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Sekil I1.7: Dekstranin yapisi

Ticari olarak mevcut olan dekstran jelleri suda ¢oziinen polimerin
epiklorohidrin ile capraz baglanmasiyla hazirlanir. Capraz bagl dekstranlar enzim

immobilizasyonunda kullanilmasi i¢in aktive edilmis olmalidir. Bu amagla en sik
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kullanilan islemlerden biri CNBr aktivasyon yontemi olup, aktivasyon sonucunda
dekstranin siklik trans-2,3-imidokarbonat tiirevi elde edilir.

Agaroz, kimyasal olarak saflagtirilmis lineer galaktan hidrokolloidi olup
agardan izole edilir. Arabinoz birimlerinin tekrarlarindan olusan polimerlerdir.
Sekil I1.8’de agarozun yapis1 gosterilmistir.  Arabinoz (1—3) bagh B-D-
galaktopiranoz ve (1—4) baghh 3,6-anhidro-a-2-galaktopiranoz striiktiiriinden

ibarettir.

OH Q
HOH,C o) CH,
o © ]
Sekil I1.8: Agarozun yapisi

Agaroz jelleri diger jellerden mekanik olarak daha stabil olup daha biiyiik
gozeneklere sahiptir. Mikrobiyal degradasyona kars1 direnglidir, zira agar pargalayan
enzimler (agaraz) sadece deniz  yosunlar1  ilizerinde bulunan bazi
mikroorganizmalarda bulunmaktadir.

Agaroz jelleri makropordz hidrofilik ve non-adsorban olma gibi miitkemmel
Ozellikleri olmasina karsin, baz1 sakincalara da sahiptir: Agaroz jelleri 1s1 ile steriliye
edilemezler; kuvvetli alkalen ¢ozeltilerde ve organik c¢oziicliler varliginda
pargalanirlar; notral pH’da bile ¢oziiniir hale gegme o6zellikleri vardir; 1slak halde
saklanmalidirlar zira kuruduklar1 zaman irreversibl olarak kirigmaya ugrarlar. Bu
yetersizliklerin bir ¢ogu epiklorhidrin, 2,3-dibromopropanol ya da divinilsiilfon gibi
bifonksiyonel reaktiflerle capraz baglanarak azaltilabilir ve jellerin mekanik
ozellikleri ve kimyasal direngliligi arttirilabilir.

Agar ve Agaroz enzimlerin tutuklanmasi yontemlerinde kullanilmakla birlikte
capraz bagli agaroz (Sephadex®) enzimlerin kovalent immobilizasyonu icin aktive
edilebilir. Bu amagla capraz bagli dekstranlar da kullanilan yontemler agaroz ¢apraz
baglanmasi i¢in de kullanilabilir.

Dogal asidik polisakkaritler de enzim immobilizasyonu i¢in tastyici olarak
kullanilabilir.  Asidik polisakkaritlere bir O6rnek alginik asit ya da alginattir.
Alginatlar pH 5.0-10.0 araliginda kimyasal olarak cok stabildirler. Yiiksek asit

konsantrasyonlar1 ve yiliksek sicakliklar alginatlarin dekarboksilasyonuna sebep
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olurlar. Halojenler ya da periadotlar gibi oksidasyon ajanlariyla ve polifenoller ya da
thioller gibi redoks sistemleriyle degradasyonlara ugrarlar [1].

(Coziinmeyen alginat lifleri iliman kosullarda sol jel ile jel arasindaki iyon
degisimi sayesinde kolayca iiretilebilir. Jel liflerinin olusumunda a-L-Gluronik Asit
yapilarina baglh kalsiyum iyonlar1 iyonik ¢apraz bagla baglanir. Jellesme seviyesi
kullanilan metal iyonlar ile aliginat yapisindaki M/G asit oranina baghdir. Ciinkid,
M ve G yapilart arasinda metal iyonlarina karsi ilgi farklidir. Bu 06zellikler
kullanilarak farkli 6zelliklerdeki jeller elde edilebilir [70]. Aljinat jelleri K, Mg™,
fosfat ya da kelat olusturan maddelerin varlig1 disinda (6zellikle bunlarin yiiksek
konsantrasyonlarinda) mekanik olarak stabildirler. Bu sakincasinin 6tesinde enzim
sizdirmasi ve substrat diflizyon sinirlamasi bu tasiyicinin uygulanabilirligini sinirlar.
Bununla birlikte alginat jellerinde immobilizasyon; giivenli, hizli, 1limli, basit, ucuz
ve ¢ok yonlil bir teknik olup biyokatalizorlerin genis bir araliginda kullanilmaktadir.

Alg Polisakkaritleri, polisakkaritleri biyokatalizérlerin immobilizasyonu ig¢in
en sik kullanilan tasiyicilardir. Bu materyaller kiirecik formunda olup zon
elektroforezinde destek materyali olarak ve molekiiler elek olarak kullanilirlar.
Bunlarin iginde agaroz immobilize enzimler igin tasiyict molekiiller olarak
kullanilmaya baglanmistir [1].

Aljinik asit, lironik asidin iki tiiriiniin birlesmesiyle meydana gelen heteroblok
bir kopolimerdir. B-1,4-D-Mannuronik Asit (M) ve a-1,4-L-Gluronik Asit (G)’inin
gelisigiizel birlesmesi ile meydana gelir [70]. Farkli seviyelerde de olsa, biitiin
aljinat molekiillerinde her iki homopolimerik sira birlikte bulunur [71]. Aljinik asit
genellikle sodyum, potasyum, amonyum tuzlari ile propilen glikol esteri seklinde
bulunur. Aljinik asit ve kalsiyum aljinatin sudaki ¢oziiniirliigii son derece sinirl iken
sodyum, potasyum, amonyum tuzlar1 ile propilen glikol esteri suda kolaylikla
¢Oziinebilirler.

Aljinatin yiliksek molekiil agirligina sahip olmasi, suda ¢oziiniirliigiiniin iyi
olmast ve biouyumlulugu nedeniyle bir¢ok uygulama alani vardir.  Gida
endiistrisinde stabilizatér ve koyulastiric1 olarak kullanildig1 gibi, kozmetik, kagit,
plastik ve ila¢ endiistrisinde sik¢a kullanilmaktadir [72]. Ayrica aljinatin iki
degerlikli metal c¢ozeltileri igerisine damlatilmasiyla meydana getirilen alijinat
bilyeleri, agir metal igeren atik sularin aritilmasi ¢alismalarinda kullanilmakta [73,

74] dolgulu kolon reaktdr tasariminda da 6nem tasimaktadir [75].
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Karragenan, yapisal olarak agara ¢ok benzeyen, kirmizi ve kahverengi yosun
ve deniz otlarindan temin edilen polisakkaritlerdir. Karregenanlar stilfatlagsmis
polisakkarit polimerleri olup “Rhodophyceae” sinifi ¢esitli deniz yosunlarindan
ekstrakte edilirler [76]. Genellikle dallanmamis olup AB disakkariti seklinde
tekrarlayan tlinitelerden meydana gelirler [77].

Karragenanin 3 degisik formu bulunmaktadir. Bunlar kappa (x), iota (1) ve
lambda (A) karragenandir. k—Karragenan en fazla bulunan ve kullanilan tiiriidiir. En
fazla bulunan tiirli olan x-karragenan (1,3)-fB-D-galaktopiranoz-4-siilfat-(1,4)-3,6-
anhidro-a-D-galaktopiranoz birimlerinin tekrarlanmasiyla olusmustur [78].

Farkli deniz yosunlarindan elde edilen karragenanlar farkli 6zellikler
gosterirler. kappa (k) ve iota (1) tipi karragenanlarin soguk suda ¢oziinmeleri zordur
ve 1sitma ile daha iyi ¢oziiniir hale gelebilirler. Fakat lambda (A) karragenan tipi
soguk suda c¢ok rahat ¢oziinebilmektedir. Degisik tipteki karragenanlar jel haline
getirilebilir. Jellerin akiciligi, esnek yada sert olmalar1 1sitma ile istenildigi sekilde
elde edilebilir. Olusan karragenan c¢ozeltisinin akiskanligi; polimer derisimine,
cozelti sicakligina ve karragenanin tipine baghdir [79,80].

Coziinmeyen karragenan lifleri 1liman kosullarda sol jel arasindaki iyon
degisimi sayesinde kalsiyum iyonlarimin baglanmasi ile kolayca iiretilebilir [80].
Enzimlerin immobilizasyonunda kullanilan polisakkarit tiirevlerinin en biiyiik
avantaji baglanan enzimi koruyan ve hidrofilik karakter saglayan aktive olmadan
kalmis olan hidroksil gruplarima sahip olmasidir.  Polisakkarit molekiillerinin
hidroksil gruplar1 enzimlerin elektrofilik gruplarn ile etkileserek enzim
immobilizasyonunu saglar. Bununla birlikte polisakkarit tasiyicilarin niikleofilik
karakterinin ¢ok zayif olmasi nedeniyle enzim molekiillerinin baglanmasi icin olan
aktivasyondan Once alifatik ya da aromatik amino gruplar, karboksil ve thiol
gruplar1 gibi fonksiyonel gruplarin matrikse sokulmasi gerekli olabilir (indirekt
baglanma) [81]. Karragenan ve aljinatlarin hiicre immobilizasyonu i¢in polimerik
destek maddeleri olarak secildikleri c¢aligmalara ozellikle 1980’lerde sikca
rastlanmaktadir.  Antibiyotik, organik asit, optik¢e aktif amino asit iiretiminden
steroid doniisiimlerine kadar pek c¢ok alanda ¢esitli mikrobial hiicrelerin kendi
baslarina veya enzimlerle birlikte immobilizasyonlar1 bu dogal polimerlerle basariyla
gergeklestirilebilmektedir.

Son yillarda yapilan ¢alismalar arasinda maya, bakteri ve bitki hiicreleri [82],

a-amilaz tiretiminde Bacillus subtilis bakterisi [83], Nitrobacter agilis hiicreleri [84],
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k-karragenan ile, maya hiicreleri [85], propiyonik asit bakterileri [86], N-karbamil-f3-
alanin iiretiminde bakteriyal hidantoinaz [87], nisasta doniisiimiinde termofilik
bakteriler [88], Ca-alginat ile immobilize edilmislerdir.

I1.5.2.2. Sentetik Polimerler

Sentetik polimerler fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinden dolayr enzim
immobilizasyonunda destek materyali olarak ¢ok kullanilirlar. Sentetik polimerler
mikroorganizmalarin saldirilarina karsi direnclidirler ve safliklarini korurlar. Yaygin
olarak kullanilan sentetik tasiyicilar polistiren, vinil ve allil polimerler, poliamitler,
poliakrilatlar, polimetekrilatlar ve bunlarin tiirevleridir. Akrilik polimerleri enzim
immobilizasyonunda en ¢ok kullanilan sentetik polimerlerdir. Bu polimerler, enzim
hapsetme veya kovalent baglama amaciyla kullanilmistir. Poliakrilat ve polihidroksi
alkil metakrilat ve bunlarin tiirevlerinin ticari olarak bulunmasi, enzim
immobilizasyonu amaciyla kullanilmasina olanak saglamistir.  Poliakrilat ve
polimetakrilat, akrilik asit ve metakrilik asitlerin polimerizasyonuyla elde edilir.
Akrilatlar esas olarak daha hidrofobik veya negatif yiiklii matriksler hazirlanmasinda
diger organik bilesiklerle kopolimer olusturmak amaciyla kullanilmistir.
Polihidroksialkil metakrilatlar, hidrofobik organik matriks olarak hidroksil
gruplarinin sayisina gore gelistirilmis mekanik ozelliklere sahiptirler ve biyolojik
direncleri yiiksektir. Enzim baglanmasinda bu tip matriksler daha c¢ok c¢oziiniir
karbodiimitlerle aktiflenir. Makrogdzenekli tasiyicilar, bir ¢apraz baglayict reaktif
ve hidroksialkil metakrilatin radikalik siispansiyon kopolimerlesmesi ile kiiresel
formda hazirlanirlar [81].

Inorganik destekler iizerinde fiziksel ya da kimyasal yontem ile enzimlerin
immobilizasyonu yiiksek mekaniksel dirence sahip olmasi, pH, sicaklik ve basinca
bagli yapisal degismeler gostermemesi, mikrobial saldirtya karst koymasi ve
rejenerasyon kabiliyetinin olmasi gibi cesitli avantajlara sahiptir [89]. Inorganik
tagtyicilarin  ¢ogunun yiizeyi camdaki silunol gruplari gibi oksit ve hidroksil
gruplarindan olusmustur. Bunlar aktivasyon ve enzim baglanmasi i¢in ilimh reaktif
bir yiizey saglar [1]. Inorganik destek materyalleri immobilize enzimler igin
miikemmel tasiyicilar olarak gosterilmistir. Ayrica degisik aragtirmacilar tarafindan
gbzenekli cam {izerine immobilize edilmis p-galaktosidaz ile siitteki ve sulu

¢ozeltideki laktozun hidrolizi incelenmistir [90].
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11.6. ENZIM IMMOBILiZASYON YONTEMLERI

Enzim immobilizasyonu icin ¢ok sayida yontem gelistirilmistir.

Kimyasal immobilizasyon yontemleri, suda c¢oziinmeyen aktiflestirilmis
polimer ile enzim arasinda kovalent bag olusumu veya birden fazla enzim molekiilii
arasinda ¢apraz bag olusumunu gerektirir.  Kimyasal yontemler c¢ogunlukla
tersinmezdir. Serbest enzimin yeniden geri kazanilmas1 miimkiin degildir [91, 92].

Fiziksel yontemler kovalent bag olusumuna bagli olmadan, enzimin belirli bir
yere tutturulmasmi igerir. Enzimlerin immobilizasyonu bazi fiziksel kuvvetlerin
etkilesmesiyle (elektrostatik, protein-protein etkilesmesi, iyonik baglarin olugumu,
v.b) enzimin destek maddesindeki mikrobdlmeler igerisinde veya gozenekli
membranlarda  tutturulmasiyla saglanir [93-95]. En yaygmm kullanilan

immobilizasyon yontemleri asagida agiklanmigtir.

I1.6.1. Capraz Baglama Y 6ntemi
Kiictik molekiillii bi- veya multi-fonksiyonel reaktifler enzim molekiilleri baska
bir destek maddesi olmadan da kendi aralarinda molekiil i¢i veya molekiiller arasi
baglar yaparak sonucta suda c¢oziinmeyen komplekslerin olusmasini saglarlar.
Capraz baglanma ile enzimlerin immobilizasyonu ¢ok basit olmasimna ragmen
enzimlerdeki 6zel fonksiyonel gruplarin ¢apraz baglayici olarak kullanilabilmesi igin
gereken sartlarin se¢imi ve kurulumu zordur. Enzim aktifligi, reaksiyon siiresi,
sicaklik, iyonik siddet, protein ve reaktif konsantrasyonu, pH, immobilize edilecek
enzim gibi faktorlere ve bunlar arasindaki dengeye baglidir. Intermolekiiler
baglanmalar yaninda intramolekiiler baglanmalar da s6z konusudur [96-101]. Bu
yontem ile enzim immobilizasyonu dort farkl sekilde gerceklestirilir:
e Enzimin yalniz bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu,
e Enzimin ikinci bir protein varhi§inda bifonksiyonel reaktif ile
reaksiyonu,
e Enzimin suda ¢6ziinen bir tasiyicida adsorbsiyonundan sonra
bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu,
¢ Enzimin bifonksiyonel reaktif tarafindan aktive edilmis polimer tasiyici
ile reaksiyonudur [102].
Capraz baglayici olarak enzim immobilizasyonunda kullanilan ¢ok fonksiyonlu
maddeler; glutaraldehit, diazobenzidin, 1,5-diflor-2-4-dinitro benzen,triklor-s-triazin,

hekzametilen diizosiyanat, klorformat ve karbodiimidazol, heterosiklik halojentirler,
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bioksiranlar, divinilsiilfonlar, p-benzokinon, tranzisyon metal iyonlar1 ve
epiklohidrinlerdir [1, 100]. Karbonil iceren bilesiklerden olusan reaktifler enzim
molekiiliiniin L-Lizil rezidiirleri ile reaksiyona girer (Schiff bazi olusumu). Diazo
bilesikleri L-Lizil, L-Histidil, L-Tirozil, L-Arginil ya da L-Sisteinil rezidiirleri ile
diazo bag1 olusturarak birlesir. Izosiyanatlar primer amino gruplariyla peptid bag
olusturur. Alkil iyodiirler niikleofilik gruplarla alkilleyerek bag yapar.
Iyodoasetamidler ise L-Sisteinil rezidiirlerini alkiller.

Glutaraldehit ile molekiiller aras1 ¢apraz baglama Sekil 11.9°da gosterilmistir.

—CH—N—Enzim N=CH(CH,);, — CH=— N—

N

CH

(CH,),

CH

N

—— CH— N~ Enzim — N=CH(CH,), —CH —N

Sekil 11.9: Glutaraldehit ile molekiiller aras1 ¢capraz baglanma

Enzim ve Glutaraldehit arasindaki baglar irreversibil olup ekstrem pH ve
sicakliklara dayaniklidir. Glutaraldehit ticari sulu ¢ozeltilerinde etilenik ¢ifte baglar
iceren o-fB-ansatiire oligomerler yapisindadir.  Enzimdeki NH, gruplart bu
oligomerler ile konjugasyon reaksiyonlar1 verir. Sekil I1.10°da enzimdeki NH,

gruplariin oligomerlerle konjugasyon reaksiyonu gosterilmistir.

23



OHC(CH,),CHO

|

CHO

THO ‘ C‘IHO
~—CH—C—— (CH);7/— CH—C—(CH,),—CH—— C—(CH,), —
NH, Enzim
CHO CHO CHO
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Enzim

Sekil I11.10: Enzimdeki NH; gruplarinin oligomerlerle konjugasyon reaksiyonu [1]

Proteinlerin en fazla ¢6ziinmesi izoelektrik noktalarina yakin pH degerlerinde
meydana gelir. Cozlinmezlestirme derecesi iyonik giiciin artmasiyla azalir [102].

Bu yontemin en 6nemli avantaji tek bir islemde enzimleri immobilize etmek
icin iki ya da c¢ok fonksiyonlu maddelerin kullanilabilmesidir. Bu yontemin
dezavantaji ise yiiksek aktiflik gésteren immobilize enzim elde etmek i¢in molekiiller
arast capraz baglanma reaksiyonunun kontrol edilmesindeki zorluklardir [100].
Capraz baglanma reaksiyonu c¢ok yumusak kosullarda gerceklesmediginden bazi
durumlarda 6nemli Ol¢lide aktivite kaybi s6z konusudur. Fazla miktarda enzime
ihtiya¢c duyulur. Bu sakincalardan dolayr bu immobilizasyon yontemi c¢ogunlukla
adsorbsiyon gibi diger immobilizasyon yontemleri ile birlikte uygulanir [1, 103].
Capraz bagli enzimler mekanik bakimdan ¢ok kararsizdir ve simdiye kadar yalniz

immulonojik testlerde kullanilmiglardir [102].

I1.6.2. Kovalent Baglama Y ontemi

Kovalent baglanmayla enzim immobilizasyon yontemi enzim molekiilii ile
suda ¢oziinmeyen aktiflestirilmis destek arasida kovalent bag olusumu enzimlerin
immobilizasyonu i¢in olduk¢a sik kullanilan bir tekniktir. Bu teknik enzim
tiirevlerinin kararli olmasini saglar ve enzimin ¢ozeltiye gegmesini engeller [93].
Kovalent baglanma, genellikle enzimin yapisinin ve fonksiyonel gruplarinin bilindigi

durumlarda kullanilir. Enzim immobilizasyonunda, enzimin 6zellikleri, aktif ucunun
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yapisi, pH, sicaklik ve organik ¢oziiciiler gibi faktérlerden dolayr sinirli sayida
yontem kullanilabilir [104, 105].

Kovalent bagli destek-enzim kompleksinin aktifligi dogal enziminkinden farkl
olabilir. Bu farkin biiytlikliigii tasiyict materyalin bigim ve biiyiikliigiine, etkilesme
metodunun dogasina, tasiyicit materyalin bilesimine, enzim yapisina ve reaksiyon
sirasindaki spesifik sartlara baghdir [31].

Capraz baglamada oldugu gibi kovalent baglanma yontemi de oldukga
kuvvetlidir O0yle ki substrat varligi ya da yiiksek iyonik kuvvetli ¢ozeltilerin
varliginda dahi ¢ozeltiye enzim ge¢meyen stabil immobilize enzim preparatlar elde
edilir [1].

Bu yontemde enzimin katalitik gérevde yer almayacak kisimlarimin destek
materyaline kovalent baglanmasi esas olmalidir. Bdylece enzim aktivitesini
yitirmemis olur. Enzim tizerindeki aktif bolgeyi korumak i¢in birkag yontem vardir.
Bunlar:

e Enzimin aktif bolgesini yarismali inhibitorle inhibe ettikten sonra
kovalent bagla destek materyaline baglanmasi, sonrada inhibasyonun
ortadan kaldirilarak enzimin aktiflestirilmesi,

e Enzimin ilk 6nce bir ara maddeye baglanmasi, sonra bu ara maddenin
destek katisina baglanmasi,

e Zimojen (enzimin aktif yapida olmadigi) yapida destek ortamina
baglanmas1 ve baglanmadan sonra enzimin aktiflestirilmesidir [103].

Kovalent bag yapmaya yatkin gruplar1 olan ya da aktive olmaya duyarli
gruplar1 olan matrikslerle ¢ok cesitli baglanma reaksiyonlarinin olmasi bu yontemi
genellikle ¢cok uygulanabilen bir immobilizasyon yontemi kilar.

Kovalent yontemlerin ¢esitli dezavantajlar1 da mevcuttur. Kovalent baglanma
yontemleri genellikle karmasik ve pahali yontemlerdir. Enzim baglama iglemi
sirasinda enzimde olusan degisiklikler nedeniyle, immobilize enzim aktivitesinde
azalmalar goriilir. Bu durumun nedeni, kovalent baglanma yonteminde kullanilan
reaktiflerin genellikle enzim ig¢in zararli ve toksik olmalaridir (siyanojen bromiir,
benzokinon, glutaraldehit vb.) [106].

Ozgiin bir yontemle enzimlerin kovalent immobilizasyonunda gdz 6niinde
tutulmasi gereken ana etkenler; ilimli kosullarda kovalent bag olusturmak i¢in uygun

olacak protein fonksiyonel gruplari, enzim ve tasiyict arasindaki baglama
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reaksiyonlari, enzim immobilizasyonu icin fonksiyonalize edilmis uygun
tagtyicilardir [1].

Kovalent baglanmayla immobilizasyon iki basamakta ger¢eklestirilir. Birinci
basamak destek maddesinin aktiflestirilmesi, ikinci basamak enzimin kovalent
baglanmasi seklindedir. Destek maddesi; hidroksil, karboksil, amino, tiyol gibi
fonksiyonel gruplari tasimalidir. Bu fonksiyonel gruplarin yapisina bagli olarak
siyanojen bromiir, epiklorhidrin, glutaraldehit, karbodiimit gibi cesitli aktifleyici
maddeler kullanilabilir.  Aktiflestirilmis destek materyallerine kovalent bagla
baglanan enzimlerin fonksiyonel gruplari, polipeptid zincirlerinin a-amino gruplari,
arjinin ve lisinin a-amino gruplar1 [91], glutamat ve aspartatinin a-karboksil gruplari
ve zincirlerin a-karboksil gruplari [105, 107], serin ve treanin hidroksil gruplari
[108], tirozinin aromatik zincirleri [33, 109], histidinin imidazol halkasi [110, 111],
triptofanin indol halkas1 [31, 112] ve sisteinin siilfidril gruplart gibi gruplardir. Sekil
I1.11°de amino asit yan zincirlerinin reaktif gruplar1 gdsterilmistir. Immobilizasyon
reaksiyonunda aktiflestiriciler enzimlerin bu fonksiyonel gruplari ile ve tasiyicilarin
icerdigi diazonyum tuzu, asit azid, izosiyanat, imin, imido-ester ve halojeniirler gibi

reaktif gruplar ile kovalent bag olustururlar [93, 105, 107, 113].

i N

—NH, ~—COH —SH —S—CH, N NH
A B C D E
L -
N OH
N—C—NH, @ N
H
F G H

Sekil I1.11: Amino asit yan zincirlerinin reaktif gruplari: (A): N-terminal amino
asitlerin amino grubu ve lizinin e-amino grubu. (B): C-terminal amino
asitlerin ve aspartik asit ve glutamik asidin serbest karboksil gruplari.
(C): Sisteinin siilfhidril grubu (D): Metiyoninin tiyoeter grubu (E) :
Histidinin imidazol grubu ( F): Argininin guanidil grubu (G): Tirozinin

fenolik grubu (H): Triptofanin indolil grubu [5, 7, 96, 114-117]
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I1.6.2.1. Kovalent Baglanma Y 6ntemleri

Enzim molekiillerinin kati bir tasityiciya baglanmasi enzimin amino asit
rezidiirleri ve tagtyicilarin fonksiyonalize gruplar1 arasindaki reaksiyonlart igerir.

Coziinmez enzim-tastyict konjugatlar olusturan en basit iglemler enzim
¢Ozeltisinin aktive edilmis reaktif tasiyici ile temasiyla elde edilir. Bununla birlikte
enzimlerin direkt baglanmasi i¢in boyle reaktif gruplar1 iceren birkag tastyici vardir.
Cogunlukla kullanilan tasiyici materyaller boyle reaktif gruplara sahip degildirler
fakat hidroksil, amino, amido ve karboksil gruplart gibi enzim immobilizasyonu i¢in
aktive edilebilen gruplart igerirler.  Tasiyicilarin aktivasyonunda kullanilan

reaksiyonlar ve enzim immobilizasyon yontemleri asagida agiklanmistir.

A) Acilleme Reaksiyonlar1

Enzim proteini lizerinde kovalent baglanma ile immobilizasyon i¢in en sik
kullanilan fonksiyonel grup lizinin -NH2 grubudur. Bu grup; asit azidi veya
anhidridi tasiyan polimerler ile [118, 119], karbodiimid ile aktive edilmis karboksil
grubu tastyan polimerler ile [120, 121], aktif ester grubu ( 6rnek; hidroksisiiksinimid)
tagtyan polimerler [122], karboksi ve sulfonilkloriir i¢eren tasiyicilar ve N-alkil-5-
fenil oxazolyum [123] (Woodward reaktifi), N-etoksikarbonil-2-etoksi-1,2-
dihidrokinolin (EEDQ) [124] ve karbonildiimidazol [125] gibi kondanse edici
reaktiflerle aktive edilen karboksilat polimerleri ile kolayca reaksiyon vermektedir.
Acilleme reaksiyonlar1 genellikle yumusak kosullarda (pH 7.5-8.5, diisiik sicaklik)
gergeklesirler.

Asit anhidriti ve azidleri proteinin serbest amino gruplar ile reaksiyon verir
[126, 127]. Ancak alifatik veya aromatik hidroksil gruplari ve —SH gruplar1 ile yan
reaksiyonlarda miimkiindiir [128].

B) Alkilleme ve Arilleme Reaksiyonlari

Ozellikle halojen-siibstitiie aromatik halkalar enzim molekiiliinii serbest-NH2
grubu tizerinden baglarlar. Benzen halkasinin nitrolanmasi reaktiviteyi arttirmaktadir
[129].

Serbest hidroksil grubu tagiyan dogal veya sentetik polimerler (6rnegin;
seliiloz, ¢capraz bagh dextran ve agaroz) s-triklortriazin ile aktive edilebilmektedirler.

Monohaloasetil fonksiyonel grubu iceren polimerler de protein iizerindeki

serbest -NH2 grubunun alkilasyonu sayesinde enzimleri baglayabilmektedir [130].
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Arilleme ve alkilleme reaksiyonu agillemeden daha yavastir ve
protonlanmamis niikleofillere gereksinim duyarlar. Dolayisiyla pH’a ¢ok

bagimlidirlar.

C) Diazolama Reaksiyonlar1
Aromatik primer amin grubu tasiyan polimerik tasiyicilar diazonyum tuzu
olusturarak protein molekiillerini fenol (Tyr), imidazol (His) veya serbest —NH2

(Lys) gruplari iizerinden baglayabilirler [129, 131, 132].

D) Karbamilasyon ve Tiyokarbamilasyon Reaksiyonlari

[zosiyanat ve izotiyosiyanat grubu tasityan bircok polimer enzim
immobilizasyonunda tastyict olarak kullanilabilmektedir [133, 134]. Bu tip
polimerler proteinlerin yalniz serbest -NH2 grubu ile reaksiyon verirler ve lire veya
tiyotire tlirevleri olugur. Siilthidril, aromatik hidroksil, imidazol ve karboksil gruplari
tizerinden olusturulan karbamil tlirevleri kararsiz olup zayif alkali ortamda ve
hidrazin gibi niikleofillerin varliginda derhal bozunmaktadirlar [135]. Daha kararl

olduklarindan izotiyosiyanat tiirevlerine tercih edilirler.

E) CN-Br Yardimi ile Baglama

Siyanojen bromiir ile aktive edilmis polihidroksi-polimerleri gerek enzim
immobilizasyonu gerekse affinite recinelerinin hazirlanmasi bakimindan son derece
onemlidir. Ozellikle seliiloz, capraz bagli dextran ve agaroz gibi suda ¢dziinmeyen
polisakkaritler CN-Br ile kolayca aktive edilebilmektedir. Aktivasyon olduk¢a
yiiksek pH’larda (10-11.5) gergeklesirken protein iizerindeki serbest -NH2 grubu

zayif alkali ortamda reaksiyon verir ve protein tasiyiciya baglanir [136, 137].

F) Imidoesterler ile Reaksiyonlar

Imidoester ~ fonksiyonel — grubu  tasiyan  polimerler de  protein
immobilizasyonunda kullanilmaktadir [138]. Bu reaktifler polimerik nitrillerin alkol
ve HCI ile muamelesi sonucu olusmaktadir. Imidoester se¢imli olarak protein

tizerindeki serbest -NH2 gruplari ile reaksiyon verir.

G) Polimerik Aldehitler ile Reaksiyonlar
Aldehid fonksiyonu igeren polimerler, polisakkaritlerin periyodat ile
oksidasyonu sonucu olusan poli-dialdehid tiirevleri Schiff bazi olusturarak proteinleri

baglayabilmektedirler. Protein ilizerindeki serbest -NH2 grubu yaninda —SH ve
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imidazol gruplar1 da benzeri reaksiyon vermektedirler. Bu yontemin uygulamasi ¢ok
sturhidir [139, 140]. Ciinkii, Schiff bazi olusumu bir denge reaksiyonudur ve sulu
cozeltide ozellikle diisiik pH degerlerinde aldimin olusumu olasiligi azdir [141].
Ayrica bir¢ok niikleofil dengeyi geri dondiiriir ve serbest amin (protein) olusumuna
sebep olur. —CH=N- baglarinin indirgenerek sabitlestirilmesi ayni kosullarda
distilfid baglar1 da parcalanacagindan enzimatik aktivite kaybina neden olmaktadir

[142].

H) SH-Disiilfid Degisimi Reaksiyonlari
2,2-Dipiridildisiilfid gibi proteinlerdeki siilfhidril gruplarinin  kantitatif
tayininde kullanilan maddeler [143] SH- disiilfid degisimi reaksiyonlarinda araci

gbrevi yapar.

I) Ugi Reaksiyonu

Kisaca ‘Dort Komponent Kondenzasyonu’ (4CC) olarak da bilinen Ugi
reaksiyonu; karboksil, primer amin, aldehid ve izonitril fonksiyonel gruplar1 arasinda
gerceklesir [144, 145]. Bu reaksiyon yardimiyla enzim immobilizasyonunda tasiyici
secimi i¢in ¢ok degisik secenekler vardir, tasiyict dort fonksiyonel gruptan herhangi
birini tagiyabilir [146, 147]. Ugi reaksiyonu ile enzim immobilizasyonu i¢in enzimin

aldehide duyarli olmas1 gerekir.

I) Diger Baglanma Reaksiyonlar1

Transizyon elementlerinin tuzlar seliiloz, cam gibi tasiyicilarin aktivasyonunda
kullanilmaktadir [148]. Bu amagcla en ¢ok kullanilan tuz TiCly’diir. Sekil 11.12°de
seliillozun aktive olmus yapisi gosterilmektedir. Baglanma 6zellikle serin {izerinden
gerceklesmektedir. Sekil 11.13’te TiCly aktive edilmis seliiloza enzimin baglanmasi

gosterilmistir.

Seliiloz OH + TiCl, —= Seliiloz —O—TiCl3 + CIH

Sekil I1.12: Seliilozun TiCly ile aktivasyon reaksiyonu
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Cl

Seliilloz—(QO—Ti—(OQ—— Enzim

Cl

Seliloz—0O—TiCl, + Enzim —QOH

Sekil 11.13: TiCl, aktive edilmis seliiloza enzim baglanmasi

Ayrica nikeloksit ve aliiminanin alkilamin ve alkil izotiyosiyanat tiirevleri de
enzim immobilizasyonunda kullanilmaktadir [149, 150].

Ozellikle selilloz ve tiirevlerine protein baglanmasinda yaygin olarak
kullanilabilecek yeni bir immobilizasyon yontemi gelistirilmistir [151]. Bu
yontemde seliiloz 6nce periyodat ile kismen oksitlenmekte ve ardindan sirasiyla iire

ve formaldehid ile muamele edilmektedir.

I1.6.3. Tastyiciya Baglanma

Enzimin kat1 tasiyiciya baglanmasindan ibaret olan bir immobilizasyon
yontemidir. Enzimin tasiyicitya kovalent baglanmasinda dikkat edilecek onemli
nokta, baglanmanin enzim aktivitesi i¢in zorunlu gruplar iizerinden olmamasi ve
baglanma sirasindaki sterik engellemeler nedeni ile bu gruplarin rahatsiz
edilmemesidir. Tastyiciya kovalent baglanma enzim zincirindeki amino asitlerin
tasidig1 fonksiyonel gruplar tizerinden gergeklesir.

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak tasiyicilar reaktif degillerse yardime1
bir reaktif ile aktive edilmeleri gerekir. Immobilizasyon ¢ok yumusak kosullarda
(oda sicakligi, notral pH vb.) gergeklestirilmelidir. Tastyici suda ¢oziinmemeli ancak
bliyiik 6l¢tide hidrofobik karakterli de olmamali, suda 1slanabilmeli, ayrica mekanik
kararli olmalidir. Bu tiir tastyicilarin se¢iminde enzim-tastyicit baginin aktivite igin
zorunlu gruplar {izerinden olmamasi yaninda tasiyicinin enzim tarafindan
parcalanmamasi, mikroorganizma iiremesine olanak vermemesi, pH ve ¢ozgenlere
kars1 dayanikli olmas1 gibi 6zellikler tasimasina dikkat edilir [5, 7, 96, 114-117].

Bu teknik enzimin tasiyictya baglanma moduna gore dort kategoride

incelenebilir.

I1.6.3.1. Fiziksel Adsorbsiyon Y Ontemi
Fiziksel adsorbsiyon yontemi en eski ve en basit enzim immobilizasyon
yontemidir. Ticari acidan ilk basarili enzim immobilizasyonu adsorbsiyon yontemi

ile gerceklestirilmistir [28, 67, 93, 106, 152]. Proteinler ve 6zellikle enzimlerin kati
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ylzeylerde adsorbsiyonu detaylica arastirilmistir. Adsorbsiyonun asil amaci enzim
immobilizasyonu degil enzimi saflastirmakti. Fakat suda ¢dziinmeyen tasiyicilarda
adsorbsiyon yonteminin enzim immobilizasyonunda oldukc¢a sik kullanildiginm
gormekteyiz [28, 153].

Immobilizasyon islemi uygun kosullarda enzim ve tasiyict molekiilleri bir
cozelti icinde bir araya getirip belli bir temas sisteminden sonra ¢dzlinmez
immobilizasyon preparasyonunun c¢ozeltiden santrifiij ya da filtrasyonla ayrilmasi
esasina dayanir. Immobilizasyon islemi sirasinda reaktif gruplar islevsel
olmadigindan enzim molekiiliinde konformasyonel degismeler ya olmaz ya da ¢ok
azdir [1].

Adsorbsiyonla immobilizasyon metodu basit oldugu, cesitli yiiklii tasiyicilar
secilebildigi ve tasiyicilar farkli fiziksel sekillerde kullanilabildigi i¢in avantajlidir.
Ayrica bu metodda enzim aktifligini biiylik 6l¢iide korur. Bu metod tersinirdir ve
enzimin baska amaclarla tekrar kullanimini saglar [93].

Enzimin tastyicitya baglanmasinda etkin olan Van der Waals kuvvetleridir [1,
97]. Enzimin suda ¢dziinmeyen materyallerde adsorbsiyonu pH, ¢oziicii karakteri,
iyonik kuvvet, protein ve adsorbanin derisimi, sicaklik gibi deney kosullarina
baghdir [93]. Ozellikle hidrojen baglari, van der Waals kuvvetleri, hidrofobik
etkilesimler gibi [154] adsorban ve protein arasinda zayif etkilesimler s6z konusu
oldugunda optimal adsorbsiyon ve retensiyon aktivitesi i¢in bu degiskenlerin yakin
kontrolii gereklidir [1, 97].

Kat1 tasiyiciya adsorbe olan enzim miktarimi etkileyen ana faktor
immobilizasyon prosesinde birim tasiyict ylizeyine yonelecek olan enzim
konsantrasyonudur. Enzim konsantrasyonunun artmasiyla aktivite de artar ve daha
yiiksek enzim konsantrasyonlarinda asimtotik olarak bir satlirasyon degerine ulasir.
Zaman ve sicaklik enzimlerin adsorbsiyonlarinda 6nemli parametrelerdir. Bu durum
ozellikle poroz tasiyicilar olmasi halinde 6nemli bir etkendir [1].

Prensip olarak bir proteinin aktif yiizeylerde absorbsiyonu tersinir bir islem
olmalidir. Ancak bazi durumlarda 6rnegin; kaolenitte adsorblanmis iireazda oldugu
gibi tersinir olmayan bir adsorbsiyon s6z konusu olabilmektedir. Eger aktivite sabit
kaliyor ve immobilize enzim siirekli islemlerde kullanilabiliyorsa bu tiir adsorbsiyon
enzim immobilizasyonu i¢in ideal bir durumdur. Desorbsiyon, reaksiyon {iriinlerinin
kirlenmesine ve aktivitede siirekli bir degismeye neden olur. Tersinir adsorbsiyonlar

enzim immobilizasyonu i¢in pek uygun degildir [97].

31



Genellikle kullanilan adsorbanlar aliimina, aktif karbon, goézenekli cam,
diatome topragi, CaCO3, kiil, silikajel, bentonit, hidroksiapatit, nisasta, gluten ve
kalsiyum fosfattir. Son yillarda hidrofobik assosiyasyondan da enzim
immobilizasyonunda yararlanilmaya baglanmistir [1, 97]. Ligand olarak tanen i¢eren
adsorbanlarin  birgok  enzimin immobilizasyonunda  kullanilacagt ve bu
immobilizasyonda hidrofobik kuvvetlerin 6nemli bir rolii oldugu o6ne siiriilmektedir

[155].

11.6.3.2. Iyon Baglanma Y ontemi

Iyonik baglanma ile immobilizasyon proteinin yiiklii gruplar ile destek
materyalinin karsit yiikleri arasindaki ¢ekim kuvvetine dayanir [93]. Baz
durumlarda iyonik baglanma yaninda fiziksel adsorbsiyon da etkili olmaktadir.
Fiziksel adsorbsiyon ve iyonik baglama arasindaki temel fark enzimin tagiyiciya olan
baglanma kuvvetidir. Iyon-iyon etkilesimi ile olan baglanma kuvvetleri fiziksel
adsorbsiyondaki kuvvetlerden daha giicliidiir. Tasiyicidan enzim sizmasi fiziksel
adsorbsiyonda oldugu gibi pH ve iyonik kuvvetteki baz1 degisiklerle baglantili olarak
bazi hallerde meydana gelebilir. Enzim ve tasiyict arasindaki baglantinin iyonik
karakterine bagli olarak ve immobilizasyon i¢in 1limli kosullara bagli olarak
immobilize enzim preparatlarinin aktivitesini yiiksek kilmak seklinde enzim
molekiilii iizerinde kiiciik konformasyonel degisiklikler meydana gelebilir. Iyonik
baglama i¢in en ¢ok kullanilan komplekslerden bazilar1 anyon ve katyon degistiricili
recineler, sentetik polimerler, aktif karbon, silikajel, diatomili topraklar ve killer,

alumina, gozenekli camlar ve seramiklerdir [1, 65, 93, 97, 156].

11.6.3.3. Metal Baglama Y ontemi

Immobilize enzimler genellikle titan ve zirkonyum metal tuzlarindan olusan
gecis metal bilesikleri kullanilarak organik tasiyici yiizeylerinin aktive edildigi ya da
metal tuzlarindan olusan gecis metal bilesikleri kullanilarak organik tasiyici
ylizeylerinin aktive edildigi ya da metal tuzlarindan tasiyici olarak c¢okeltilen hidroz
metal oksitleri lizerinde hazirlanirlar. Bu ydntem enzimleri baglamada kullanilan
transisyon metallerinin selat olusturma 6zelliklerini esas alir.

Niikleofilik gruplar (hidroksi, amino, thiol vs.) tranzisyon metal iyonlar1 i¢in
etkin ligandlardir ve bu nedenle tranzisyon metal iyonlarinin tasiyicilar ve enzimlerin

her ikisiyle de kompleksler olusturmasi beklenir. Seliiloz ve silika gibi tasiyicilar
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yeni ligandlar olarak rol oynayan hidroksil gruplarmna sahiptir. Ornegin seliiloz
rezidiirler arasindaki glikozidik baglarinda bulunmayan visinal diol gruplan ihtiva
ederler, bu nedenle tranzisyon metal iyonlar1 ile gelat olusturmaya uyumludurlar;
selat titanyum iyonunun iki ligandimin polisakkarit hidroksil gruplarn ile yer
degistirmesiyle meydana gelmektedir.

Sterik nedenlerden dolay1 titanyum iyonu kloriir ligandlarinin ya da su
ligandlarinin hepsinin polisakkarit zincirlerindeki diger hidroksil gruplari ile yer
degistirmesi miimkiin degildir. Bunun O6tesinde, bu geriye kalan ligandlar komsu
seliiloz zincirlerinin hidroksil gruplariyla da kapsamli olarak yer degistirmezler.

Selat olusumu titanyum bagl seliilozun ligandlariyla yer degistirebilen uygun
molekiil iceren gruplarla basarilabilir. Bdylelikle proteinler asdik aminoasitlerin C
terminal ucu, tirozil rezidiirlerinin fenolik hidroksil, seril ve treonil rezidiirlerinin
alkolik hidroksil gruplari, sisteinil rezidiirlerinin serbest siilfidril gruplar ve lizil
rezidiirlerinin N-terminal g-amino gruplar1 gibi ligant olarak rol oynayan gruplar
igerirler.

Titanyum ile muamele edilmis polimer ve protein arasindaki bdyle bir bagin
olusumu asagidaki faktorlere baghdir:

e Protein molekiiliinde ligant olarak rol oynayacak gruplarin varligi,

e Bu gruplarin titanyum atomlar1 ile bir araya gelmesine izin veren sterik
etkenler,

e Bu gruplarin enzimin aktif bolgesinde yer almamasi,

e Polimer tasiyicida bagli olan enzim molekiillerinin yakinligidir.

Metal baglama yontemiyle goreceli olarak yiiksek spesifik aktiviteli
preparatlar(% 30-80) elde edilir. Bu yontemle elde edilen immobilize enzimlerin
operasyonel stabilitesi de degiskendir, yiiksek molekiil agirlikli substratlarla
genellikle diisiik stabiliteler elde edilir (6rnegin nisasta) [1].

I1.6.4. Hapsetme Y Ontemi

Yar1 gegirgen membranlarda yada polimerik matrikslerde enzimin
hapsedilmesi prensibine dayanan bir yontemdir [66] enzim, sulu monomer veya
polimer ¢ozeltisinde ¢oziiliir. Polimer olusumu veya capraz baglanma 1siyla, gama
radyasyonu veya UV 1sinlartyla baglatilir ve olusan hidrofilik polimer i¢inde enzim
hapsedilir [157, 158]. Polimerik matriks, substrat ve {irliniin diflizyonuna izin

verirken proteinin diflizyonunu engellemesi i¢in yeteri derecede siki olmasi gerekir.
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Bu metot her ¢esit enzimi, diger biyokatalizorleri, biitiin hiicreleri veya farkli ¢captaki
mikroorganizmalar1 hapsetmek icin ¢ok kullanilan bir yontemdir [66]. Enzimleri
hapsetmek i¢in ¢ok cesitli tasiyicit malzemeler ve yontemler kullanilmaktadir. Cesitli
hapsetme yontemleri asagida belirtilmistir:

e Jel polimerizasyonu

o (ozelti

e Siispansiyon

e Protein kopolimerizasyonu

e (apraz bagli polimerlerle jel olusturma

e Poroz bir destekle jel olusturma

o Fiziksel lokalizasyon

e Mikrokapsiiller

e Ici bos (hollow) fiberler

e Ultrafiltrasyon [106].

I1.6.4.1. Mikrokapsiil ile Hapsetme Metodu

Bu metodda 10-1000 um ¢aplh kii¢lik yar1 gecirgen membranlar i¢ine enzim
molekiilleri hapsedilmektir. Yar1 gecirgen membran, biiyiikk protein veya enzim
molekiillerinin mikrokapsiil digsina ¢ikmasina engel olurken, kiigiik substrat ve iiriin
molekiillerinin serbestce mikrokapsiil icine giris ve c¢ikisina izin verir [108].
Enzimlerin mikrokapsiillenmesi i¢in basit iki metod vardir. Bunlar faz ayrimi
(coacervation) ve ara yiizey polimerizasyonudur. Faz ayrimi metodunda, enzim ve
mikrokapsiilii olusturan ¢ozelti damlalar seklinde ¢oktiiriiciiye ilave edilir. ikinci
metodda (ara yiizey polimerizasyon metodu) ise enzimin sulu bir ¢dzeltisi, suyla
karismayan organik ¢ozelti igerisinde emiilsiye edilir. Ortama eklenen polimer
cozeltisi, enzim mikrodamlalarinin etrafinda membran olusturur. Boylece enzim
polimerik membran tarafindan sarilarak mikrokapsiillenmis olur. Mikrokapsiilleme
ile hapsetme metodunda herhangi bir modifikasyon olmadigindan enzim aktifligi
serbest enzim aktifligine ¢ok yakindir. Bu metod ile oldukga biiyiik yiizey-hacim
oranina ulasilir [158].

Bu yontemin en biiyiik avantaji oldukea kiiciik bir hacimde enzim ile substratin
etkilesme alaninin goreceli olarak yiiksek olmasidir. Hapsetme yonteminin diger

avantajlari; yontemin ¢ok kolay uygulanmasi, gergek bir fiziksel yontem olmasi, ¢ok
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az miktar enzimle gergeklestirilebilmesi, ndtral ve suda ¢oziinmeyen destek
materyallerinin kullanilmasidir.
Bu yontemin dezavantajlar1 da vardir. Bunlar:
e Enzimlerin hapsedildigi kafeslerin caplarindan daha biiyiik substrat
molekiiliiniin enzim aktif merkezine ulagmasinin olanaksiz olmasi,
e Onemli difiizyon kisitlamalarinin olmasi (Bu kisitlamalar kapsiillerin
tanecik boyutlar1 kiigiiltiilerek azaltilabilir),
e Enzimin zamanla ¢ozeltiye sizmasi,
e Enzimin hapsedildigi mikrogevredeki kosullarin kontrol edilememesi

nedeniyle enzimin aktiflik ve kararliliginin azlmasidir.

11.6.4.2. Kafes Tipi Hapsetme Metodu

Bu metod, suda c¢oziinmeyen ¢apraz bagli polimerlerin bosluklar1 ig¢inde
enzimin tutulmasi esasina dayanir. Bu metod da enzim igeren monomer veya
polimer ¢ozeltilerine UV veya gama 1sinlar1 uygulayarak yiiksek oranda capraz bagl
bir polimer sebekesi olusturulur. Enzim molekiilleri fiziksel olarak polimer kafes
igerisinde tutulur ve jel matriksin disina ¢ikamaz, fakat substrat ve iiriin bu sebeke
icerisine siirekli olarak girip ¢ikabilir.

Enzim kimyasal modifikasyona ugramaz ve enzimin intrinsik 6zelliklerinde
herhangi bir degiim gozlenmez. Bu metod, farkli fiziksel formlarda suda
¢Oziinmeyen enzim tiirevlerinin jelatinimsi dogasi, immobilize bir enzimin hem
diizenli hem de diizensiz yiizeyler iizerinde kolayca depolanmasini saglar.

Bu metodun sahip oldugu avantajlar asagida verilmistir:

e Capraz bag olusumunda kullanilan gama veya UV isinlar1 enzim
yapisini ve aktifligini kimyasal proseslerden daha az etkiler.

e Ortamdaki ¢apraz baglayici ve monomer derisimini degistirmek
suretiyle farkl biiyiikliikte gbzenek i¢eren polimerik kafes iiretilebilir.

e Polimerlesme genelde hem kolay hem de hizli bir sekilde
gergeklestirilir [67, 112, 159, 160].

Bu yontemin dezavantajlari ¢apraz bagli polimer sebekesinden enzimin
sizmasi, yalnizca kii¢lik hacimli substratlar i¢in sinirli olmasi ve makromolekiiler

substratlar i¢in ¢ok diisiik aktiflik gostermesidir.
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BOLUM III

CALISMALAR

I11.1. KULLANILAN KIMYASALLAR

II1.1.1. p-Aminosulfanilik Asit, (Merck).

I11.1.2. Sodyum Asetat, (Merck).

I11.1.3. Maleik Anhidrit, (Merck).

I11.1.4. Trifenil Fosfin, (Fluka).

II1.1.5. Sodyum Kloriir, (Merck).

I11.1.6. DiSodyum Hidrojen Fosfat Monohidrat, (Merck).
II1.1.7. Potasyum DiHidrojen Fosfat, (Merck).

I11.1.8. Potasyum Sodyum Tartarat Tetrahidrat, (Merck).
I11.1.9. Bovine Serum Albiimin (BSA), (BIO-RAD).
I11.1.10. Coomassie Brillant Blue, (BIO-RAD).

II1.1.11. o—Amilaz (1,4-a-D-Glukan-glukanohidrolaz), (Merck).
I11.1.12. Nisasta, (Merck).

I11.1.13. Asetik Anhidrit, (Merck).

I11.1.14. Sodyum Hidroksit, (Merck).

I11.1.15. 1-Vinil-2-pirolidon, (Merck).

II1.1.16. Poli (Etilen Glikol) Diakrilat (PEG-DA), Ma= 258 g/mol, (Aldrich).
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III.1.17. Poli (Etilen Glikol) Monoakrilat (PEG-MA), Mx= 375 g/mol,
(Aldrich).

IT1.1.18. Irgacure-184 (1-Hidroksi-siklohekzil-fenil keton), (Merck).
I11.1.19. 3,5-Dinitrosalisilik Asit, (Merck).

I11.1.20. Brom, (Merck).

I11.1.21. Sodyum Siilfat, (Merck).

I11.1.22. Diger Kimyasallar
Deneysel calismalar sirasinda cesitli amaglarla; Metanol (Merck), Etanol
(Merck), Aseton (Merck), N, gazi, Asetonitril (Merck), Diklorometan (Merck), gibi

kimyasal maddeler kullanilmstir.

I11.2. KULLANILAN CIHAZLAR

I11.2.1. Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM)
Hazirlanan enzim immobilize edilen filmlerin morfolojileri ve partikiil boyutar1

taramal1 elektron mikroskobu ile belirlenmistir. Bunun i¢in; JEOL, Model JSM-
5919 LV, SEM cihazi kullanilmistir.

I11.2.2. Fourier-Transform Infrared (FTIR) Spektroskopisi

Sentezlenen monomer ve monomere baglanan enzimin yapisi FTIR ile
incelenmistir. Shimadzu 8300 marka FTIR spektrofotometre cihazi kullanilmistir.
Sivi numuneler KBr tablet iizerinde, toz numuler ise KBr pelletleri i¢inde analiz

edilmistir.

I11.2.3. UV Spektrometre Cihazi
Shimadzu 1601 marka UV-Visible Spektrofotometre cihazi kullanilmistir.

I11.2.4. UV Lambasi
OSRAM Ultra-Vitalux, 300W, 230V, AC E27 FS1 UV lambas1 kullanilmustir.

I11.2.5. °C Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektrometresi
200 MHz Varian model T-60 NMR spektrometresi kullanilmistir.
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I11.2.6. Termogravimetrik Analiz (TGA) Cihazi
Hazirlanan filmlerin termal dayanimlari TGA ile 6l¢iilmiistiir. Netzsch STA

409 CD markali TGA kullanilmistir.

II1.2.7. Su Banyosu
Clifton Digital Shaker Bath cihaziyla 30-100 °C araliginda ¢alisilmistir.

I11.2.8. Hassas Terazi
+ 0,0001 g hassasiyetli Digital Sartorius Analitik Terazi kullanilmisgtir.

I11.2.9. Vakum Etiivii
Niive EV018 marka etiiv kullanilmustir.

I11.2.10. Distile Su Cihazi
Gerekli olan destile su Fistreem Cyckon marka cihazdan elde edilerek

kullanildi.

II1.2.11. pH Metre
LCS LD 108 Dijital pH Metre kullanildu.

I11.2.12. Isitic1 ve Magnetik Karistirict
Chiltren Isiticili Magnetik Karistirici, HS31 ile Janker & Kunkel, Laborteknik
IKA-Magnetic Stirrer ile ¢alisildi.

I11.2.13. Otomatik Pipetler

Gilson marka otomatik pipetler kullanilda.

I11.3. DENEYSEL CALISMALAR
Yapilan deneysel calismalar su sekilde siralanabilir;
¢ N-(4-sodyumsiilfofenil)-maleimid monomeri sentezi ve
karakterizasyonu,
¢ N-(4-sodyumsiilfofenil)-maleimide enziminin kovalent baglanma ile
immobilizasyonu ve FTIR ile karakterizasyonu,
¢ Immobilize olmus enzimim miktar tayini,

¢ Immobilizasyon {izerine baglanma zamaninin etkisi,

38



¢ Enzim Immobilize edilmis N-(4-sodyumsiilfofenil)-maleimid polimerik
filmlerinin hazirlanmasi,

pH 6,9 Sodyum fosfat tamponun hazirlanmasi,

Nisasta ¢ozeltisinin hazirlanmast,

3,5-Dinitrosalisilik asit renk reaktifinin hazirlanmasi,

* & o o

Polimerik film icinde immobilize edilen enzimin degisik pH ve
sicakliklardaki aktivasyon degerleri, raf omrii, tekrar kullanilabilirligi
gibi  Ozellikleri, immobilize olmayan o-amilaz  enzimiyle
karsilastirilmast,

¢ Immobilize enzimin kinetik parametrelerinin belirlenmesidir.

II1.3.1. N-(4-sodyumsiilfofenil)-maleimid Monomeri Sentezi

N-(4-sodyumsiilfofenil)-maleimid monomeri iki agamali prosesle sentezlendi.

Birinci asamada; 10,32 g maleik anhidrit, metanolle hazirlanan 200 mL 0,1 N
sodyum hidroksit ve 18,738 g siilfanilik asit iic boyunlu balona ilave edilerek azot
atmosferi altinda, 60°C’de, 24 saat karigtirildi. Reaksiyon sonunda sar1 renkli N-(4-
sodyumstilfofenil)-halfimid (Amik asit) elde edildi.

Olusan N-(4-sodyumsiilfofenil)-halfimid siiziilerek karigimdan ayrildi ve
40°C’de vakum etiiviinde kurutuldu. N-(4-sodyumsiilfofenil)-halfimidin yapis1 Sekil
II1.1°deki gibidir.

NH, 9)
| OH
T +
g N e
O @) @) A
@)
SO;Na

Sekil III.1: N-(4-sodyumsiilfofenil)-halfimidin yapis1

Ikinci asamada; 5 g (23,47 mmol) N-(4-sodyumsiilfofenil)-halfimid, 0,43 g
sodyum asetat ve 85 mL asetik anhidrit 250 mL’lik {i¢c boyunlu balona ilave edilerek
azot atmosferi altinda, 85°C’de kahverenkli iirlin olusana kadar karistirildi. Karisim
sogutulduktan sonra 52 mL etanol ile 35 mL asetondan olusan karisim reaksiyon

¢ozeltisine ilave edildi. N-(4-sodyumsiilfofenil)-maleimid elde edildi. Uriin
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cOktiikten sonra siliziildi ve 40°C’de vakum etiiviinde kurutuldu. N-(4-

sodyumsiilfofenil)-maleimid’in yapis1 Sekil I11.2°deki gibidir [161].

0]
| OH
Ac,0, AcNa —
NH SO,Na 00— —O0
A Reflux N
(0]

SO,Na

Sekil I11.2: N-(4-sodyumsiilfofenil)-maleimid’in yapisi

I11.3.2. Enzim immobilizasyonu

Iki boyunlu balon buz banyosuna yerlestirildi. 10 mL asetonitril, 2,62 g (10
mmol) trifenil fosfin ilave edilirek karistirilmaya baslatildiktan sonra 0°C’de 0,52 mL
brom dikkatlice, damlalar halinde ilave edildi. Bromun asir1 rengi kaybolana kadar
karistirilmaya devam ettirildi. Bromun asir1 rengi kaybolduktan sonra eser miktarda
trifenil fosfin ilave edildi. Ardindan 2,75 g (10mmol) N-(4-sodyumsiilfofenil)-
maleimid porsiyonlar halinde ilave edilirek 1 saat oda sicakliginda karistirildi. 1saat
sonra 0°C’de 190 mg a-amilaz enzimi ilave edilerek karistirildi. 30 dakika sonra 40
mbL distile su ilave edildi, iiriin 3x40 mL diklorometan ile ekstrakte edildi. Sulu faz
baglanmayan enzimi igerir ve baglanan enzim miktarinin tayininde kullanilmak tizere
sulu faz buz dolabinda muhafaza edildi. Ekstrakta kurutucu olarak sodyum siilfat
ilave edildi. Ekstrakt siizme islemiyle ayrildi. Ekstrakt i¢indeki enzim bagli N-(4-
sodyumsiilfofenil)-maleimid, oda sicakliginda, vakum altinda, evaporatérde elde

edildi [162]. Elde edilen enzim bagli monomerin yapis1 Sekil I11.3’deki gibidir.
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Sekil I11.3: Enzim bagli N-(4-sodyumsiilfofenil)-maleimid’in yapist

I11.3.3. Protein Tayini

enzyme

Immobilizasyon isleminden sonra baglanmamis enzim miktar1 tayininde

Bradford yonteminden yararlanildi [163].

I11.3.3.1. Bovine Serum Albumin’in Kalibrasyon Egrisinin Olusturulmasi

Protein tayini i¢in Once Bovine Serum Albiimin’in kalibrasyon egrisinin

olusturulmasi gerekir. Bu nedenle Tablo III.1°deki konsantrasyon degerlerine sahip

BSA ¢ozeltileri hazirlandi.

Tablo II1.1: Cozeltilerin Konsantrasyon Degerleri

Numune No: 1 2 3 4 5 6 7 8
Konsantrasyon
(ng/mL): 0 10 20 30 40 60 100 120

0,002g/ml stok BSA ¢ozeltisini hazirlandi. Mikropipet yardimiyla;

1- 0 pg/ml BSA hazirlandi.

2- 0,002 g/ml stoktan, 5 pl (10 pg protein) alindi; 1ml’ye seyreltilerek 10pg/ml

BSA hazirlandi.
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3- 0,002 g/ml stoktan 10 pl (20 pg protein) alindi; 1ml’ye seyreltilerek 20
pg/ml BSA hazirlandi.

4- 0,002 g/ml stoktan 15 pl (30 pg protein) alindi; 1ml’ye seyreltilerek 30 pg
/ml BSA hazirlandi.

5- 0,002 g/ml stoktan_20 pl (40 pg protein) alindi; 1ml’ye seyreltilerek 40
pg/ml BSA hazirlandi.

6- 0,002 g/ml stoktan 30 pul (60 pg protein) alindi; 1ml’ye seyreltilerek 60
pg/ml BSA hazirlandi.

7- 0,002 g/ml stoktan 50 pl (100 pg protein) alindi; Iml’ye seyreltilerek
100pug/ml BSA hazirlandi.

8- 0,002/ml stoktan 60 pl (120 pg protein) alindi; 1ml’ye seyreltilerek 120
pg/ml BSA hazirlandi.

Daha sonra Bradford ayiraci ile 1’e 4 oraninda distile su ile Coomassie
Brillant Blue Renk Reaktifi ¢6zeltisi hazirlandi. UV spektrofotometre cihazi distile
suya karst sifirlama yapildiktan sonra 400-650 nm arsinda dalga boyu taramasi
yapildi. Yapilan tarama sonucunda maksimum absorbsiyon degerini 585 nm’de
verdi. Hazirlanan ¢ozeltilerle asagidaki drnekler hazirlandi:

1- 0 ug/ml BSA’dan 80 pl + 4ml Bradford,
2- 10 pg/ml BSA’dan 80 pl + 4ml Bradford,
3- 20 pg/ml BSA’dan 80 ul + 4ml Bradford,
4- 30 pg/ml BSA’dan 80 pl + 4ml Bradford,
5- 40 pg/ml BSA’dan 80 ul + 4ml Bradford,
6- 60 pg/ml BSA’dan 80 pl + 4ml Bradford,
7- 100 pg/ml BSA’dan 80 pl + 4ml Bradford,
8- 120 pg/ml BSA’dan 80 pl + 4ml Bradford,
9- Sulu faz’dan 80 pul + 4ml Bradford ¢ozeltileri hazirlandi.
Hazirlanan Orneklerin 585 nm’deki absorbsiyon degerleri Tablo II1.2°de

verilmigtir.

Tablo I11.2: Orneklerin 585 nm’deki Absorbsiyon Degerleri

Ornek No: 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Absorbsiyon | 0,145 | 0,167 | 0,173 | 0,190 | 0,195 | 0,224 | 0,260 | 0,288 | 0,155

Bu sonugclara gore ¢izilen kalibrasyon egrisi Sekil I11.4°deki gibidir.
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Sekil I11.4: BSA’nin kalibrasyon egrisi

I11.3.3.2. Baglanan Enzim Miktarinin Belirlenmesi
Elde ettigimiz kalibrasyon egrisinden yararlanarak sulu fazin 80 pl’sindeki

enzim miktarin1 hesaplayabiliriz:

X=(0,155-0,1516) / 0,0011= 3,09 pg enzim vardur.

0,08ml’de 3,09 pg enzim varsa
40 ml suda X

X=1545.45 pg=~ 1,55 mg enzim monomere baglanmamaistir.

Bromlama isleminde 190 mg enzim kullanmigtik. Buna gdre monomere

baglanan enzim miktar1 = 190- 1.55= 187,5 mg enzim/2,75g monomere baglanmistir.

2,75g monomere 187,5 mg enzim baglanmissa

1g monomere X mg enzim baglanmistir

X=68,18 mg enzim/1 g monomere baglanmstir.

I11.3.4. immobilizasyon Uzerine Baglanma Zamaninin Etkisi
Immobilizasyon {izerine baglanma zamanmim etkisini belirlemek icin;
immobilizasyon isleminde enzimi ilave ettikten sonraki karisma zamanlar1 farkl

tutularak deneyler yapildi. Her deney sonucunda baglanan enzim miktarlari
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hesaplandi. Elde edilen degerlere gore ¢izilen grafikte immobilizasyon {izerine

baglanma zamaninin etkisi Sekil I11.5°de gosterilmektedir.
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Sekil I11.5: Iimmobilizasyon iizerine baglanma zamaninin etkisi

I11.3.5. Enzim immobilize Edilmis Filmlerin Hazirlanmasi

Formiilasyon kiitlece, %20,1 immobilize enzim i¢eren N-(4-sodyumsiilfofenil)-
maleimid, %30,8 PEG-DA, %12,2 PEG-MA, %33,9 1-Vinil-2-pirolidon, %3 serbest
radikal baglatict (Irgacure-184) karisimiyla hazirlandi. Bu formiilasyondan
yararlanarak 5 g’lik film formiilasyonu asagidaki gibi hazirlandi.

Bir behere; 1,005 g immobilize enzim iceren N-(4-sodyumsiilfofenil)-
maleimid, 1,54 g PEG-DA, 0,61 g PEG-MA, 1,695 g 1-Vinil-2-pirolidon, 0,15 g
serbest radikal baslatict (Irgacure-184) ilave edildi. Immobilize edilmis N-(4-
sodyumsiilfofenil)-maleimid ¢dziinene kadar bagetle karistirildi. Immobilize edilmis
N-(4-sodyumsiilfofenil)-maleimid ¢oziindiikten sonra Teflon™ kaliba dokiildiikten
sonra 10 dakika UV lamba (OSRAM 300) altinda sertlestirildi. Filmler kaliptan
dikkatlice ¢ikarildi. Elde edilen filmler SEM ve TGA ile karakterize edildi.

I11.3.6. pH 6,9 Sodyum Fosfat Tamponun Hazirlanmasi
0,02 M Sodyum fosfat tamponu 0,006 M NaCl ile ayarlanir.

I11.3.7. Nisasta Cozeltisinin Hazirlanmasi
1 g ¢oziiniir nigasta, 100 ml 0,006 M NaCl ¢ozeltisiyle ayarlanmis 0.02 M
sodyum fosfat tamponda c¢oziiniir. Coziinmesi i¢in 80-90°C’ye kadar 1sitildi.

Sogutulup, son hacmi 100 ml’ye su ile seyreltildi.
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I11.3.8. 3,5-Dinitrosalisilik Asit Renk Reaktifinin Hazirlanmasi

20 ml 2N NaOH ¢o6zeltisi hazirlandi. Bir beherde 30 g Potasyum Sodyum
Tartarat Tetrahidrat 50 mL suda ¢oziildii. Sonra 1 g 3,5-dinitrosalisilik asit ardindan
hazirlanan 2N 20 mL NaOH c¢ozeltisi ilave edildi. Maddeler ¢oziindiikten sonra
¢ozelti 100 mL’ye seyreltildi [164].

I11.3.9. Serbest ve Immobilize Olmus a-Amilaz Enziminin Aktivite Ol¢iimleri

o—Amilaz enziminin aktivitesi Bernfield Yontemi kullanilarak olgtldii [165].
Ozetle; 0,006 M NaCl ile hazirlanmis 100 mL 0,02 M sodyum fosfat tamponunda 1 g
nisasta ¢ozdiiriildii. Sonra o—amilaz iceren 3 adet polimerik filmler, tartildi. Her biri
birer test tiipilin icerisine koyuldu. Akabinde 0,5 mL nisasta ¢ozeltisi eklenerek 100
rpm c¢alkalama hizinda, 30°C’ye ayarlanmis su banyosunda 5 dakika calkalandi.
Reaksiyon 5. dakika sonunda 1 mL 3,5-dinitrosalisilik asit ilave edilerek durduruldu
ardindan kaynar su banyosuna konularak 5 dakika inkiibe edildi. Sonra 10 mL distile
su ilave edilerek seyreltildi, soguyana kadar bekletildi. Hidroliz olan seker miktari
540 nm’de Shimadzu 1601 model UV/Visible Spektrometrede Slgiilerek belirlendi
[166].

Farkli konsantrasyonlarda maltoz c¢ozeltileri hazirlanarak standart egri
hazirlandi. Hazirlanan c¢ozeltilerin konsantrasyon ve 540 nm’deki absorbsiyon
degerleri Tablo II1.3°de verilmistir. Bu degerlerle cizilen kalibrasyon grafigi Sekil
I11.6°da gosterilmektedir.

Tablo II1.3: Hazirlanan standartlarin konsantrasyon ve absorbsiyon (A) degerlerini

gostermektedir
C (pmol/mL) | 0,306 0,612 1,250 2,500 5
A 0,036 0,083 0,192 0,359 0,689
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Sekil II1.6: Maltozun kalibrasyon grafigi

Kullanilan her filmin kiitlesinden, i¢erdigi enzim miktar1 bulunur. Kalibrasyon
grafiginden yararlanarak her bir filmin igerdigi enzim konsantrasyonu egim
denkleminden hesaplandi.

Enzimin aktivitesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

serbest kalan maltoz (1 mol)

Aktivite (IU mg™) =

a-amilaz miktar1 (mg)x5 dakika

I11.3.9.1. Serbest a-Amilazin Aktifligine pH’1n Etkisi

a-Amilaz’in aktifligine pH’1n etkisi daha dnce asagidaki gibi ¢alisildigindan bu
deneme tekrarlanmadi. Yapilan ¢alisma sonucunda elde edilen pH- aktivite grafigi
Sekil II1.7°de verilmistir.

1 g nisasta, 0,006 M NaCl ile ayarlanmig pH 5,5-8 araligindaki 100 mL 0,02 M
sodyum fosfat tamponlarinda ¢oziildii. Daha sonra % 0,5’lik a-amilaz ¢ozeltisi
hazirlanarak 6 deney tiipiine konarak numaralandirildi. Her bir tlipe, hazirlanan o-
amilaz ¢ozeltisinden 0,5 mL konuldu. Hazirlanan nisasta ¢6zeltilerinden 0,5’er mL
alinarak sirasiyla her tiipe ilave edildi. Akabinde 100 rpm ¢alkalama hizinda,
30°C’ye ayarlanmis su banyosunda 5 dakika c¢alkalandi. Reaksiyon 5. dakika

sonunda 1 mL 3,5-dinitrosalisilik asit ilave edilerek durduruldu. Ardindan kaynar su
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banyosuna konularak 5 dakika inkiibe edildi. Sonra 10 mL distile su ilave edilerek
seyreltildi, soguyana kadar bekletildi. Olusan seker miktar1 540 nm’de Shimadzu
1601 model UV/Visible Spektrometrede oOlgiilerek belirlendi [166]. pH 5,5-8
araligindaki pH-(%) aktivite grafigi Sekil I11.7°de gosterilmektedir.
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Sekil II1.7: Serbest o—Amilaz’in pH-aktivite grafigi

I11.3.9.2. Serbest a-Amilaz’in Aktifligine Sicakligin Etkisi

a-Amilaz’in  aktifligine sicakligin etkisi daha once asagidaki gibi
calisildigindan bu deneme tekrarlanmadi. Yapilan c¢alisma sonucunda elde edilen
sicaklik- aktivite grafigi Sekil I11.8’de verilmistir.

% 0,5’1ik a-amilaz ¢ozeltisi hazirlanarak. 7 deney tlipi numaralandirildi. Her
bir tiipe, hazirlanan a-amilaz ¢ozeltisinden 0,5 mL konuldu. 100 mL pH 6,9 sodyum
fosfat tamponunda 1 g nisasta ¢oziildii. Hazirlanan nisasta ¢ozeltisinden 0,5 mL
almarak, sirasiyla her tiipe ilave edildikten sonra 100 rpm calkalama hizinda,
sirastyla 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 °C’ye ayarlanmis su banyosunda 5 dakika
calkalandi. Reaksiyon, 5. dakika sonunda 1 mL 3,5-dinitrosalisilik asit ilave edilerek
durduruldu ardindan kaynar su banyosuna konularak 5 dakika inkiibe edildi. Sonra
10 mL distile su ilave edilerek seyreltildi, soguyana kadar bekletildi. Olusan seker
miktar1 540 nm’de Shimadzu 1601 model UV/Visible Spektrometrede Olciilerek
belirlendi [166]. 30-90 °C araligindaki sicaklik (°C) - (%) aktivite grafigi Sekil
I11.8°deki gibidir.
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Sekil I11.8: a-Amilaz’in sicaklik (°C)-(%) aktivite grafigidir

I11.3.9.3. Serbest a-Amilaz’in Aktifligine Depolama Siiresinin Etkisi

a-Amilaz’in aktiflifine depolama siiresinin etkisi daha once asagidaki gibi
calisildigindan bu deneme tekrarlanmadi. Yapilan ¢aligma sonucunda elde edilen
depolama siiresi- aktivite grafigi Sekil I11.9°da verilmistir.

1 g nisasta, 0,006 M NaCl ile ayarlanmis pH 6,9 100 mL 0,02 M sodyum fosfat
tamponunda ¢6ziildii. Daha sonra % 0,5’lik a-amilaz ¢6zeltisi hazirlandi. Bu ¢ozelti
tekrar yapilacak denemelerde kullanilmak iizere buzdolabinda saklandi. Deney
tiipline, hazirlanan a-amilaz ¢ozeltisinden 0,5 mL konuldu. Hazirlanan nisasta
cozeltisinden 0,5 mL alinarak tiipe ilave edildi. Akabinde 100 rpm calkalama
hizinda, 30 °C’ye ayarlanmis su banyosunda 5 dakika g¢alkalandi. Reaksiyon 5.
dakika sonunda 1 mL 3,5-dinitrosalisilik asit ilave edilerek durduruldu. Ardindan
kaynar su banyosuna konularak 5 dakika inkiibe edildi. Sonra 10 mL distile su ilave
edilerek seyreltildi, soguyana kadar bekletildi. Olusan seker miktar1 540 nm’de
Shimadzu 1601 model UV/Visible Spektrometrede olgiilerek belirlendi [166]. Ayni
islemler her giin ayni enzim c¢ozeltisiyle tekrarlanarak serbest enzimin aktifligine
depolama stiresinin etkisi belirlenmistir. Depolama siiresi (giin)-(%) aktivite grafigi

Sekil I11.9°da gosterilmektedir.
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Sekil II1.9: a-Amilaz’in Depolama siiresi (giin)-(%) aktivite grafigidir

I11.3.9.4. immobilize Edilen a-Amilazin Aktifligine pH nin Etkisi

pH 5,5-8 araliginda 0,006 M NaCl ile ayarlanmis 0,02 M sodyum fosfat
tamponlartyla Boéliim 1I1.3.7.°deki gibi nisasta ¢ozeltileri hazirlandi.  Onceden
hazirlanan filmerden 6 adet alinip herbirinin agirlig: 6l¢iildii. Filmler kiitlece %20,1
oraninda enzim bagli monomer igermektedir. Her filmin igerisinde bulunan enzim
bagli monomer miktar1 ve enzim konsantrasyonu kalibrasyon grafiginden
yararlanilarak hesaplandi. Tartilan filmlerin aktivasyon Ol¢timii Boliim I11.3.9.’da
bahsedilen Bernfield yontemiyle 30 °C’de, 100 rpm ¢alkalama hizinda yapild1 [165,
166]. Kullanilan filmlerin igerdigi enzim bagli monomer miktari, absorbsiyon
degerleri, enzim konsantrasyonu, pH degeri, hesaplanan aktivite ve (%) aktivite
degerleri Tablo III.4°deki gibidir. Sekil II1.10°da pH 5,5-8 araligindaki (%) aktivite
grafigi gosterilmektedir.
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Tablo II1.4: Filmlerin igerdigi enzim bagli monomer miktari, absorbsiyon degerleri,

enzim konsantrasyonu, pH degeri, aktivite ve % aktivite degerlerini

gostermektedir
Enzim A C pH | Aktivite % Aktivite
miktari (umol/mL) (umol/mgxmLxdakika)
(mg)
1,153 0,047 | 0,308 5,5 0,053 64,92
1,203 0,052 | 0,344 6,0 0,057 69,57
0,889 0,055 | 0,365 6,5 0,082 99,99
1,099 0,065 | 0,438 7,0 0,079 96,91
1,273 0,062 | 0,416 7,5 0,065 79,59
1,386 0,049 | 0,322 8,0 0,046 56,59
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Sekil I11.10: immobilize enzimin pH- (%) aktivite grafigi

I11.3.9.5. immobilize Edilen a-Amilazin Aktifligine Sicakhigin Etkisi

Onceden hazirlanan filmlerden 7 adet almip her birinin agirhg 6lgiildii.
Filmler kiitlece % 20,1 oraninda enzim igermektedir. Her filmin igerisinde bulunan
enzim bagli monomer miktar1 ve enzim konsantrasyonu kalibrasyon grafiginden
yararlanilarak hesaplandi. Tartilan filmlerin aktivasyon Ol¢iimii Bolim I11.3.9.°da
bahsedilen Bernfield yontemiyle farkli sicaklikta, 100 rpm c¢alkalama hizinda
caligilarak yapildi [165, 166]. Kullanilan filmlerin igerdigi enzim bagli monomer

miktar1, absorbsiyon degerleri, enzim konsantrasyonu, sicaklik degeri, hesaplanan

50




aktivite ve (%) aktivite degerleri Tablo III.5’deki gibidir. Sekil 1II.11°de 30-90 °C
araligindaki (%) aktivite grafigi gosterilmektedir.
Tablo IIL.5: Filmlerin igcerdigi enzim bagli monomer miktari, absorbsiyon degerleri,

enzim konsantrasyonu, sicaklik degeri, aktivite ve % aktivite degerlerini

gostermektedir
Enzim miktar1 A C Sicaklik | Aktivite %
(mg) (umol/mL) | (°C) (umol/mgxmL xdakika) | Aktivite
1,314 0,087 0,60 30 0,091 80
1,208 0,088 0,60 40 0,100 88
1,161 0,095 0,65 50 0,113 100
1,171 0,093 0,64 60 0,109 97
1,134 0,050 0,33 70 0,058 51
1,244 0,049 0,32 80 0,051 46
1,171 0,038 0,24 90 0,041 37
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Sekil I11.11: immobilize enzimin sicaklik (°C)-(%) aktivite grafigi

I11.3.9.6. Immobilize Edilen a-Amilazin Aktifligine Depolama Siiresinin Etkisi
Hazirlanan filmerin hazirlandigi tarihten itibaren belirli zaman araliklarinda
aktivasyon Olc¢iimleri yapildi. Herbirinin agirligi olgiildi. Filmler kiitlece %20,1
oraninda enzim bagli monomer igermektedir. Her filmin igerisinde bulunan enzim
bagli monomer miktar1 ve enzim konsantrasyonu kalibrasyon grafiginden

yararlanilarak hesaplandi. Tartilan filmlerin aktivasyon 6l¢iimii Boliim I11.3.9.°da
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bahsedilen Bernfield yontemiyle 30 °C’de, 100 rpm ¢alkalama hizinda ¢alisilarak
yapild1 [165, 166]. Kullanilan filmlerin igerdigi enzim bagli monomer miktari,
absorbsiyon degerleri, enzim konsantrasyonu, sicaklik degeri, hesaplanan aktivite ve
(%) aktivite degerleri Tablo I11.6°deki gibidir. Sekil II1.12°de 1.—44. giin araligindaki
(%) aktivite grafigi gosterilmektedir.

Tablo I11.6: Filmlerin igcerdigi enzim bagli monomer miktari, absorbsiyon degerleri,

enzim konsantrasyonu, zaman, aktivite ve % aktivite degerlerini

gostermektedir

Enzim A C zaman | Aktivite %
miktar1 (mg) (umol/mL) | (giin) (umol/mgxmLxdakika) | aktivite
1,014 0,068 | 0,4595 1 0,091 99,6
1,174 0,069 | 0,4667 3 0,080 87,4
1,101 0,064 | 0,4305 6 0,078 85,9
0,999 0,058 | 0,3871 8 0,077 85,1
0,998 0,055 | 0,3654 11 0,073 80,4
1,000 0,052 | 0,3437 12 0,069 75,5
0,989 0,051 | 0,3365 15 0,068 74,7
1,100 0,055 | 0,3654 17 0,066 73,0
0,979 0,049 | 0,3220 21 0,066 72,2
1,016 0,051 | 0,3365 23 0,066 72,7
1,298 0,062 | 0,4161 30 0,064 70,4
0,988 0,048 | 0,3148 34 0,064 70,0
1,001 0,047 | 0,3075 41 0,061 67,5
0,987 0,046 | 0,3003 44 0,061 66,8
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100,0 A

80,0

60,0

(%) aktivite

40,0 A

20,0

0,0 T T T T
0 10 20 30 40 50
zaman (giin)

Sekil I11.12: immobilize enzimin zaman (giin)-(%) aktivite grafigi

I11.3.9.7. immobilize Edilen a-Amilazin Tekrar Kullanilabilirligi

Bu denemede ayni filmin tekrar tekrar kullanilarak aktivasyon degerleri
kaydedildi. Filmin agirlig: olgiildii. Filmler kiitlece % 20,1 oraninda enzim baglh
monomer icermektedir. Her filmin i¢erisinde bulunan enzim bagli monomer miktari
ve enzim konsantrasyonu kalibrasyon grafiginden yararlanilarak hesaplandi. Tartilan
filmlerin aktivasyon 6l¢iimii Boliim I11.3.9.’da bahsedilen Bernfield yontemiyle 30
°C’de, 100 rpm calkalama hizinda ¢alisilarak yapildi [165, 166]. Kullanilan filmin
igerdigi enzim bagli monomer miktari, absorbsiyon degerleri, enzim konsantrasyonu,
kullanim sayisi, hesaplanan aktivite ve (%) aktivite degerleri Tablo II1.7°deki gibidir.
Sekil I11.13’de 1. ve 33. kullanim araligindaki (%) aktivite grafigi gosterilmektedir.

100 1= g

90 A "an
80 - "a = _um ll-- [ ] = =_=
70 A
60 -
50 A
40 4
30 A
20 A
10 A

(%) aktivite

0 5 10 15 20 25 30 35

kullanim sayisi

Sekil I11.13: immobilize enzimin kullanim say1si-(%) aktivite grafigi
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Tablo II1.7: Filmlerin igerdigi enzim bagli monomer miktari, absorbsiyon degerleri,
enzim konsantrasyonu, kullanim sayisi, aktivite ve % aktivite

degerlerini gostermektedir

Enzim miktar1 | A C Kullanim Aktivite % aktivite

(mg) (umol/mL) say1s1 (umol/mgxmL xdakika)

1,177 0,044 0,285 1 0,049 99,99
0,043 0,278 2 0,047 97,46
0,042 0,271 3 0,046 94,93
0,040 0,256 4 0,043 89,87
0,039 0,249 5 0,042 87,34
0,039 0,249 6 0,042 87,34
0,038 0,242 7 0,041 84,81
0,038 0,242 8 0,041 84,81
0,037 0,235 9 0,039 82,27
0,036 0,228 10 0,039 79,74
0,038 0,242 11 0,041 84,81
0,036 0,228 12 0,039 79,74
0,035 0,220 13 0,038 77,21
0,036 0,228 14 0,039 79,74
0,036 0,228 15 0,039 79,74
0,038 0,242 16 0,041 84,81
0,036 0,228 17 0,039 79,74
0,036 0,228 18 0,039 79,74
0,037 0,235 19 0,039 82,27
0,038 0,2424 20 0,041 84,81
0,037 0,235 21 0,039 82,27
0,037 0,235 22 0,039 82,27
0,036 0,228 23 0,039 79,74
0,035 0,220 24 0,038 77,21
0,037 0,235 25 0,039 82,27
0,036 0,228 26 0,039 79,74
0,038 0,242 27 0,041 84,81
0,036 0,228 28 0,039 79,74
0,035 0,220 29 0,038 77,21
0,036 0,227 30 0,039 79,74
0,035 0,220 31 0,038 77,21
0,034 0,213 32 0,036 74,68
0,034 0,213 33 0,036 74,68
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I11.3.10. Immobilize Edilen a-Amilazin Kinetigi

I11.3.10.1. Ekstinksiyon Sabitinin (¢) Bulunmasi

Kinetik parametrelerin hesaplanabilmesi i¢in substratin ekstinksiyon sabitinin
bilinmesi gerekir. Bu nedenle parametrelerin bulunmasindaki ilk adim ekstinksiyon
sabitinin (&) bulunmasidir.

Ekstinksiyon sabitini (g) belirlemek i¢in, Tablo III.8’de belirtilen c¢esitli
konsantrasyonlarda nigsasta ¢dzeltisi hazirlandi. Hazirlanan ¢dzeltilerin absorbsiyonu
540 nm’de, UV-Visible Spektrofotometre suya karsi sifirlandiktan sonra 0l¢iildii.
Hazirlanan 6rneklerin igerdigi nisasta miktari, destile su miktari, hazirlanan 6rnegin
konsantrasyonu (C) ve her oOrnegin absorbsiyon degerleri Tablo II1.8’de
verilmektedir.

Lambert Beer esitligi asagida gosterilmistir.

A=exCx] (II1.1)
A: absorbsiyon; & ekstinksiyon sabiti (mL/mgxcm).; C: nisasta

konsantrasyonu (mg/mL).; 1: 15181n aldig1 yol (1 cm)

Lambert Beer kanununa gore, elde edilen degerlerle ¢izilmis bu grafigin egimi
bize ekstinksiyon sabitini (g) verir. Sekil II1.14’de nisasta konsantrasyonuna karsi

(mg/mL)—absorbsiyon (A) grafigi, egim denklemi gosterilmektedir.

Tablo IIL.8: Hazirlanan orneklerin igerdigi nisasta miktari, destile su miktari,
hazirlanan 6rnegin konsantrasyonu (C) ve her O0rnegin absorbsiyon

degerlerini gostermektedir

<

—U ! .- ~~
» < 5 § o & o o E <
o — © E 2 o = B
E 3 =z § 2 % 3 2 s g
QO Z X a 2 g8 g G A E
1 0 8 0
2 1 7 1,25 0,168
3 2 6 25 0,319
4 2,8 5.2 3,5 0,435
5 35 45 4375 0,569
6 5 3 6,25 0,796
7 7 1 8,75 1,108
8 8 0 10 1,254
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1,4 -

1,2

0,8 -
0,6

, y = 0,1265x
0,4 1 R? = 0,9996

0,2 +

O T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

C (mg/mL)

Sekil I11.14: Nisasta konsantrasyonu (mg/mL)—absorbsiyon grafigi

Bu grafigin egimini bize ekstinksiyon sabitini (g¢) verir. Buna gore

ekstinksiyon sabiti 0,1265°tir [167].

I11.3.10.2. Enzim Konsantrasyonunun Reaksiyon Hizina Etkisi

Serbest ve immobilize enzimin kinetik parametrelerini belirleyebilmek ig¢in
once maksimum absorbsiyonu veren enzim miktarinin tayin edilmesi gerekir. Bu
nedenle c¢esitli miktarlarda enzim igeren filmler kullanildi. Filmlerin agirliklar
Olciildi. Filmler kiitlece % 20,1 oraninda enzim bagli monomer icermektedir. 1 g
monomere 68,18 mg enzimin baglandigi Boliim I11.3.3.2.°de hesaplanmist1 [163].
Buna gore filmlerde bulunan a-amilaz miktar1 bulundu. Tartilan filmlerin aktivasyon
Ol¢iimii Boliim 111.3.9°da bahsedilen Bernfield yonteminden yararlanarak 30°C’de,
100 rpm calkalama hizinda, Tablo II1.9’da belirtilen hacimlerde, farkli inkiibasyon
stirelerinin etkisi ele alinarak ¢alisildi [165, 166]. Yapilan absorbsiyon Ol¢limiinde
sahit c¢ozeltisi, 0,5 mL nisasta ¢ozeltisi ile 7,5 mL pH 6,9 tamponla hazirlandi.
Kullanilan filmin icerdigi enzim miktari, nigasta miktari, tampon miktari, dakika
dakika kesilen reaksiyonlarin verdigi absorbsiyon degerleri ve ortalama absorbsiyon

degerleri Tablo I11.9°daki gibidir.
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Tablo II1.9: Kullanilan filmin igerdigi enzim miktari, pH 6,9’da hazirlanmis nisasta
cozeltisi (mL), tampon miktar1 (mL), dakika dakika kesilen

reaksiyonlarin verdigi absorbsiyon degerleri ve ortalama absorbsiyon

degerleri
= = AB SOR | BANS | LAR | (daki | ka) Aot

8 = >N % g g

z S |R 8|8 E

0,5 7,5 0,0005 | 0,021 | 0,028 | 0,059 | 0,069 | 0,087 | 0,090 | 0,0590
0,5 7.5 0,001 0,051 | 0,057 | 0,054 | 0,089 | 0,089 | 0,091 | 0,0718
0,5 7.5 0,0015 0,074 | 0,097 | 0,111 |0,117 {0,130 {0,132 | 0,1095
0,5 7,5 0,002 0,054 | 0,078 | 0,101 | 0,103 | 0,119 0,122 | 0,0961
0,5 7.5 0,0025 (0,117 (0,118 0,119 |0,121 | 0,122 | 0,125 | 0,120
0,5 7.5 0,003 0,127 | 0,131 | 0,137 | 0,137 | 0,138 | 0,141 | 0,1352
0,5 7,5 0,0035 [0,112 0,153 |0,204 |0,217 | 0,284 | 0,296 | 0,211
0,5 7.5 0,004 0,125 10,136 | 0,141 | 0,155 0,159 | 0,162 | 0,1461
0,5 7.5 0,005 0,126 | 0,139 | 0,143 | 0,158 | 0,204 | 0,208 | 0,1630

Yapilan deney sonucunda 0,0035 g enzimin maksimum absorbsiyon degerini

verdigi Tablo I11.9°da goriilmektedir.

I11.3.10.3. Substrat Konsantrasyonun Reaksiyon Hizina Etkisi

En uygun enzim miktar1 Boliim I11.3.10.2.’de 0,0035 g olarak tespit edildi. Bu
deneme 0,0035 g enzim igeren filmler secildi. Tartilan filmlerin aktivasyon 6l¢timii
Boliim I11.3.9.’da bahsedilen Bernfield yonteminden yararlanarak 30°C’de, 100 rpm
calkalama hizinda, Tablo III.10°da belirtilen hacimlerde, farkli inkiibasyon
siirelerinin etkisi ele alinarak calisildi [165,166]. Yapilan absorbsiyon olgiimiinde
sahit ¢Ozeltisi olarak 8 mL pH 6,9 tamponu kullanildi. Hazirlanan her 6rnek igin
zaman (dakika) — absorbsiyon grafikleri Sekil II1.15, Sekil II1.16, Sekil II1.17, Sekil
II1.18, Sekil II1.19°da gosterilmistir.

Hazirlanan 6rnek numarasi, enzim miktari, nigsasta miktari, tampon miktari,
dakika dakika kesilen reaksiyonlarin verdigi absorbsiyon degerleri ve ortalama

absorbsiyon degerleri Tablo II1.10’daki gibidir.
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Tablo III.10: Kullanilan enzim miktari, nisasta konsantrasyonu, pH 6,9’da
hazirlanmis nigasta ¢ozeltisi (mL), tampon miktar1 (mL), dakika
dakika sonlandirilan reaksiyonlarin verdigi absorbsiyon degerleri ve

ortalama absorbsiyon degerleri

Ornek | Nisasta |pH 6,9 | o- AB | SOR | BANS | LAR | (daki | ka)
No: ¢Ozeltisi | tampon | amilaz 1 2 3 4 5 6
(mL) ¢Ozeltisi | miktar1
(mL) (2

1 0 8 0,0035
2 1 7 0,0035 | 0,109 | 0,143 | 0,155 | 0,161 | 0,167 | 0,169
3 2 6 0,0035 | 0,114 | 0,145 0,191 | 0,212 0,218 | 0,222
4 3,5 4.5 0,0035 | 0,259 | 0,328 | 0,387 | 0,419 | 0,429 | 0,437
5 5 3 0,0035 | 0,382 | 0,394 | 0,432 | 0,489 | 0,545 | 0,557
6 7 1 0,0035 | 0,703 | 0,771 | 0,799 | 0,856 | 0,899 | 0,902

0,2

y = 0,0108x + 0,1129

0,18 - 2 _

0,16 -

0,14 -

0,12 -

< 0,1

0,08 -

0,06 -

0,04 -

0,02 -

0 T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7
t (dakika)

Sekil II1.15: 2 numarali 6rnegin zaman (dakika)—absorbsiyon grafigi
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0,3

0,25 A
0,2

< 0,15

0,11 y = 0,0223x + 0,1057

R’ = 0,8821
0,05 |

0 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

t (dakika)

Sekil II1.16: 3 numaral1 6rnegin zaman (dakika)—absorbsiyon grafigi

05
0,45
04 -
0,35
0,3 -

< 0,25 -
0.2
0,15
0.1 -
0,05

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0 1 2 3 4 5 6 7

t (dakika)

y = 0,035x + 0,254
R? = 0,8753

Sekil II1.17: 4 numaral1 6rnegin zaman (dakika)—absorbsiyon grafigi
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0,6 -
0,5 1
0,4 1
< 0,3 -
y = 0,0396x + 0,328
0,2 | R? = 0,9634
0,1 1
o T T T T T T 1
0O 1 2 3 4 5 6 7
t (dakika)

Sekil II1.18: 5 numarali 6rnegin zaman (dakika)—absorbsiyon grafigi

0,9 ~
0,8 ~
0,7

0,6

04 -
0,3 -
0.2 -
01 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 1 2 3 4 5 6 7

y = 0,041x + 0,6781
R? = 0,9572

t (dakika)

Sekil II1.19: 6 numaral1 6rnegin zaman (dakika)—absorbsiyon grafigi

Yukarida gdsterilen 6rneklerin zaman (dakika)—absorbsiyon grafiklerinin egim

denklemlerinden yararlanarak her bir 6rnegin baglangi¢ hizlar1 hesaplanir.

A= gxCx] (IIL.1)
A: aborbsiyon; g: ekstinksiyon sabiti (mL/mgxcm); C: konsantrasyon

(mg/mL); I: 15181 aldig1 yol (1 cm)

m= AA/At (I11.2)
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m: egim; AA: En biliyiik absorbsiyon degeri ile en kiiclik absorbsiyon degeri

arasindaki fark; At: En biiyiik absorbsiyon degerinin meydana geldigi zaman ile en

kiiclik absorbsiyon degerinin meydana geldigi zaman arasindaki fark.

V=m/ex1 (111.3)

V: hiz (mg/dakikaxmL); m: egim; &: ekstinksiyon sabiti (0,1265 mL/mgxcm);

I: 151810 aldig1 yol (1 cm)

Bu esitliklere gore elde edilen nisasta konsantrasyonu (mg/mL)-hiz

(mg/dakikaxmL) degerleri Tablo III.11°de verilmistir.

Sekil II1.20°da, Tablo

III.11°de bulunan nisasta konsantrasyon (mg/mL)-hiz (mg/dakikaxmL) degerlerle

cizilen Michaelis — Menten egrisi gosterilmektedir.

Tablo II1.11: Nisasta konsantrasyon (S)-hiz(V) degerleri

Ornek No: 1 2 3 4 5 6
C (mg/mL) : 0 1,25 2,50 4,38 6,25 8,75
v 0] 0,085 0,176 0,276 0,313 0,324
(mg/dakikaxmL)
0,35
0,3 |
0,25 -
0,2 1
>
0,15 -
01
0,05 -
0 : : : : :
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
S (mg/mL)
Sekil IT1.20: immobilize olmus o-Amilazin Michaelis—-Menten egrisi
Tablo [III.11°de verilen nisasta konsantrasyonu (mg/mL) ve hiz

(mg/dakikaxmL) degerlerine gore hesaplanan 1/S ve 1/V degerleri Tablo I11.12°de
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verilmistir. Immobilize olmus a-Amilazin Tablo II1.12°deki degerleriyle cizilen

Linewear-Burke egrisi Sekil I11.21°de gosterilmistir.

Tablo I11.12: Nisasta konsantrasyon (1/S)-hiz (1/V) degerleri

Ornek No: 1 2 3 4 5
1/C 0,114 0,160 0,229 0,400 0,800
(mL/mg):
/v 3,085 3,194 3,614 5,672 11,71
(dakikaxmL/mg):
12
9 i
Z 6
T y = 12,988 + 1,0327
R? = 0,9836
3 i
O T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8
11/18S]

Sekil I11.21: immobilize olmus a-Amilazin Linewear-Burke Egrisi

Sekilde gosterilen Linewear-Burke egrisinin e§imi Michaelis-Menten sabitinin
(Kym) maksimum hiza oranimi verir.  Sekil II1.22°de Linewear-Burke grafigi

aciklamali olarak ifade edilmistir.
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1/Vi

0 1 /8]

Sekil 111.22: Linewear-Burke Grafigi

Buna gore hesaplanan 1 / [S], 1/V; degerleri Tablo II1.12°de verilmistir. Sekil
II1.21°de immobilize olmus a-amilazin Linewear-Burke egrisi gosterilmistir.
Bulunan egim degerinden yararlanarak immobilize olmus a-amilazin Ky, ve Vi
degerleri asagidaki gibi hesaplandi:

Elde ettigimiz y = 12,988x +1,0327 dogru denklemine gore, Linewear-Burke
egrisinin egimi 12,988 dir.

x =0 iken y= 1,0327 olur.

x = 0 iken; y =1/Vppax olduna gore 1/Vmax = 1,0327°dir. Buna gore;

Viax = 1/1,0327= 0,96833543 (mg/dakikaxmL) olarak hesaplandi.

egim = K/ Vinax= 1/ Vinax X Ky 1s€;

Km = 12,5767 (mg/mL)’dir [167-170].
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BOLUM IV

SONUCLAR

IV.1. KARAKTERIZASYON

Bu calismada o-amilaz enzimi yeni polimerik destek materyal {iizerine
immobilize edildi. Maleik anhidritin,p-aminosulfanilik asitle raksiyona girmesiyle
N-(4-sodyumsiilfofenil)-maleimid ~ sentezlendi. Sekil IV.1’de  N-(4-
sodyumsiilfofenil)-maleimid monomerinin FTIR spektrumu gosterilmektedir. 1778
cm™*de ve 1706 cm™”deki pikler maleimid halkasmdaki (C=0) fonksiyonel gruplarin
varhiginm gostermektedir [171, 172].

100.0 —

%T ]

0.0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

4000.0 3000.0 2000.0 1500.0 1000.0 500.0
12.11imd 1/ecm

Sekil IV.1: Sentezlenen monomerinin FTIR spektrumu

N-(4-sodyumsulfofenil)-maleimid monomeri ayrica °C NMR spektroskopisi
yardimiyla da karakterize edildi. Sekil IV.2’de sentezlenen monomerin °C NMR
spektrumu gosterilmistir.  Imidin yapisindaki karbonil karbonlarmin piki 170
ppm’dedir  [173]. Buda  N-(4-sodyumsiilfofenil)-maleimidin ~ basariyla

sentezlendiginin kanitidir.
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N

ppmkf®) 160 150 140 130

S h S SNS——

ppm (t1) 150 100 50

Sekil IV.2: Sentezlenen monomerin >*C NMR spektrumu

Polimerik destegin termal kararliligi, TGA cihazi ile analiz edilmistir. Sekil
IV.3’te polimerik destegin yiizde kiitle kayiplar1 ve karsilik gelen sicakliklar
gosterilmistir.  TGA termogramindan elde edilen sonuglara gére, immobilizasyon
icin hazirlanan polimerik destegin, 100 °C sicakliga kadar bozunmadigi

goriilmektedir.
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Sekil IV.3: Sentezlenen monomerin TGA spektrumu

IV.2. IMMOBILIZASYON VERIMI

Cesitli ¢caligmalarda a-amilazin immobilizasyonunda baglanma kapasitesinin
hazirlanan destek materyallerin karakteristik Ozelliklerinden dolayr degisiklik
gosterdigi goriilmektedir. Daha Once yapilan bir ¢alismada a-amilaz, fonksiyonel
amin gruplu cam kiireler iizerine immobilize edilmis ve 25,2 mg enimin 1 g cam
kiireye baglandig1 rapor edilmistir [174]. Bir baska calismada farkli biiyiikliikte
gozenekli olan silikalar i¢inde immobilize edilen a-amilazin aktivasyonu ve
kararlilig1 arastirilmis ve 1 g partikiile 0.5-0.75 mg enzim baglandig1 rapor edilmistir
[175]. Bu calismada 68,18 mg a-amilaz enzimi 1 g monomere kovalent olarak

baglanmustir.

IV.3 IMMOBILIZASYON UZERINE BAGLANMA ZAMANININ
ETKIiSi

Immobilizasyon iizerine baglanma zamanmin etkisi Sekil I11.5’te gosterilmistir.

Bu denemede kullanilan enzimin %90’min 8. dakikada kovalent baglanmayla
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immobilize oldugu goriilmektedir. Sentezlenen monomerin siilfonil bromiir grubu
ile enzimin fonksiyonel grubu olan amino grubu arasindaki kovalent baglanmanin

hizl1 bir sekilde oldugu Sekil I11.5°te goriilmektedir.

IV.4. ENZIM IMMOBILIZE EDILMIS POLIMERIK FILMIN SEM
GORUNTULERI

Immobilize enzimin yiizey morfolojisi Sekil IV.4’te gdsterilmistir. Polimer
ylizeyinin ¢ok fazli goriintiisii Sekil 1V.4’te gosterilmistir. Partikiillerin yiizeydeki
varligr goriilmektedir. Yaklasik 50 um biytikliigiindeki kiiresel parcacigin uzun
kollariyla polimere baglandig1 Sekil IV.5’te gosterilmistir.

SEM-EDS analizi polimerik destegin kirlma yiizeyinin elementel bilesiminin
belirlenmesi i¢in yapildi. EDS analiziyle partikiillerin % 55 C, % 7 N ve % 38
O’den olustugu belirlenmistir.

18k HZBEE 188 km

Sekil IV.4: Polimerik yiizeyin gorlintiisii
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Sekil IV.5: Polimere baglanan kiiresel pargacigin goriintiisii

IV.5. SERBEST ve IMMOBILIZE ENZIMIN AKTIFLiGiNE pH’NIN
ETKISI

Serbest a-amilaz aktifligine pH’nin etkisini incelemek amaciyla g¢esitli
pH’larda Bolim II1.3.9.1.’de anlatildig1 gibi deneyler yapildi. Serbest a-amilaz
enzimi i¢in optimum pH 6,5-7.0 arsinda bulundu ve maksimum aktifligin pH ile
degisimi Sekil III.7°de gosterildi ve bu sekilde goriildiigii gibi asidik ve bazik
bolgelerde maksimum aktiflikde bir azalma goézlenmistir. Bu pH’da bulunan aktiflik
degeri, maksimum aktiflikte % 100 olarak kabul edilmistir ve bu deger baz alinarak
diger pH’larda elde edilen maksimum aktiflik hesaplanmustir.

Enzimler elektrolit karakterli olduklar1 i¢in, enzim aktifligi pH ile degisme
gosterir [112]. Enzim, substrat ve koenzim molekiillerinde asidik ve bazik gruplarin
varligi pH degisimi ile enzim-substrat (ES) kompleksinin kararliligini etkiler.
Kararli ES kompleksi olustugunda reaksiyon hizi maksimumdur. Bu nedenle serbest
enzimler i¢in reaksiyon hizinin maksimum oldugu optimum pH degerleri belirlenir.
Genellikle, enzimlerin, optimum pH’s1 3-8 arasindadir. Pekg¢ok enzimin optimum
pH degeri 7 civarindadir. Cok asidik veya ¢ok bazik ortamlarda enzim denatiire
olacagindan reaksiyon hizi tersinmez olarak azalir ve sifira kadar diisebilir. Sekil
[II°de de goriildiigii gibi a-amilazin aktifliginde asidik ve bazik bolgelerde bir azalma

gbozlenmistir.  Diger taraftan, enzim ile polimerik destek maddesi arasinda
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olusabilecek farkli etkilesim kuvvetlerininde (hidrojen bagi olusumu, dipol-dipol
etkilesimi gibi) pH’y1 etkiledigi bilinmektedir [157, 176,177].

N-(4-sodyumsiilfofenil)-maleimid monomerine immobilize edilen a-amilaz
enziminin aktifliine pH’nin etkisini incelemek amaciyla Bolim I11.3.9.4.°te
anlatildig1 gibi deneyler yapildi, elde edilen absorbans degisimleri ve aktiflik
degerleri Tablo Ill.4’de verildi. N-(4-sodyumsiilfofenil)-maleimid monomerine
immobilize edilen a—amilaz i¢in optimum pH 6,5-7.0 arasinda bulundu ve
maksimum aktifliklerin pH ile degisimi Sekil I11.10°da gosterildi. Serbest o—amilaz
ve immobilize o—amilaz i¢in optimum pH aralig1 degismezken immobilizasyonla pH
6,5-8,0 araliginda daha ytiksek aktiflik gostermis ve daha yiiksek pH degerlerinde
kullanilabilir hale gelmistir. Sekil IV.6’da serbest ve immobilize enzimin pH 5,5-8,0
araligindaki aktiflik degerleri karsilastirilmastir.
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— - — serbest enzim —a— immobilize enzim

Sekil IV.6: Serbest ve immobilize enzimin aktifligine pH’ nin etkisi

1V.6. SERBEST ve IMMOBILIZE ENZIMIN AKTIFLIGINE
SICAKLIGIN ETKIiSI

Serbest enzimin aktifliginin {lizerine sicaklifin etkisini incelemek amaciyla
Boliim I11.9.2.°de anlatildig1 gibi deneyler yapildi. Serbest enzim ig¢in optimum
sicaklik 30°C olarak bulundu ve maksimum aktifliklerin sicaklik ile degisimi Sekil
I11.8°de gosterildi. Bu sicaklikta bulunan aktiflik degeri, maksimum aktiflikte % 100
olarak kabul edilmis ve bu deger esas alinarak diger sicakliklarda elde edilen
maksimum aktiflikler hesaplanmistir. 30 °C’nin {izerinde sicaklik artisiyla enzim

aktifliginin azaldig1 gozlenmistir. Sicakligin artmasi1 molekiillerin kinetik enerjisini
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arttirdigindan tiim kimyasal reaksiyonlarin, bu arada biyokimyasal reaksiyonlarin da
hizlarim artirir.  Genelde sicakligin 10 °C artmasiyla, reaksiyon hizlart da yaklagik
olarak iki kat artar. Biyokimyasal reaksiyonlarda da aynm1 durum gézlenmekle
birlikte protein yapisinda bulunan enzimler, belirli bir sicakliktan sonra (50 “C’nin
tizerinde) denatlire olmaya baslarlar [178]. Sicaklik arttikca enzim molekiiliiniin
Once tersiyer yapisi, sonra sekonder yapist (alfa sarmal yapisi) bozulur. Bu
olaylardan enzimin aktif merkezi de etkilenir ve enzim aktifligini yitirir [179]. a-
Amilazin aktifliginde de 30 “C’nin iizerinde hizl1 bir azalma gostermistir.

Immobilize a—amilazin aktifligine sicakligin etkisini incelemek igin Boliim
I11.3.9.5’te anlatildig1 gibi deneyler yapildi, elde edilen absorbans degisimleri ve
aktiflik degerleri Tablo IIL.5’te wverildi. N-(4-sodyumsiilfofenil)-maleimid
monomerine immobilize edilen a—amilaz i¢in optimum sicaklik 50 °C olarak bulundu
ve maksimum aktifliklerin sicaklik ile degisimi Sekil III.11°da gosterildi. Serbest o—
amilaz i¢in optimum sicaklik 30 °C iken immobilizasyonla bu deger daha yiiksek
sicakliga kaymis ve daha yiiksek sicakliklarda kullanilabilir hale gelmistir. Sekil
IV.7’de serbest ve immobilize enzimin 30-90 ‘C sicaklik araligindaki aktiflik

degerleri karsilastirilmistir.
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Sekil IV.7: Serbest ve immobilize enzimin aktifligine sicakligin etkisi
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IV.7. SERBEST ve IMMOBILIZE ENZIMIN AKTIFLIGINE
DEPOLAMA SURESININ ETKISI

Serbest a-amilaz aktiflifine depolama siiresinin etkisini incelemek amactyla
Boliim 111.3.9.3.’te anlatildig1 gibi deneyler yapildi. Serbest a-amilaz enziminin
aktifligine depolama siiresinin etkisi Sekil I111.9°da gosterildi ve bu sekilde goriildiigi
gibi serbest enzimin 15 giin i¢inde aktivitesini hizla yitirdigi goriilmektedir. Bu
zamanlarda bulunan aktiflik degeri, maksimum aktiflikte % 100 olarak kabul
edilmistir ve bu deger baz alinarak diger zamanlarda elde edilen maksimum aktiflik
hesaplanmistir.

N-(4-sodyumsiilfofenil)-maleimid monomerine immobilize edilen a-amilazin
aktifligine depolama siiresinin etkisini incelemek i¢in Boliim I11.3.9.6.’da anlatilan
yontem ile aktiflikleri tayin edildi, elde edilen absorbans degisimleri ve aktiflik
degerleri Tablo III.6°’da verildi. N-(4-sodyumsiilfofenil)-maleimid monomerine
immobilize edilen o-amilazin maksimum aktifliginin depolama siiresiyle degisimi
Sekil I11.12°de gosterildi. Immobilize enzimin 4 °C depolamada 44. giinde baslangig
aktifliginin % 66,8’ini korudugu goézlendi.

IV.8. SERBEST ve IMMOBILIZE ENZIMIN TEKRAR
KULLANILABILIRLIGI

Serbest a-amilaz bir kez, immobilize enzim ise aktifligini korudugu stirece pek
cok kez kullanilabilir. N-(4-sodyumsiilfofenil)-maleimid monomerine immobilize
edilen a-amilaz 1 giin boyunca 33 kez kullanilarak Boliim I11.3.9.7°de anlatildig1 gibi
aktifligi tayin edildi, elde edilen absorbans degisimleri ve aktiflik degerleri Tablo
II1.7°de verildi. N-(4-sodyumsiilfofenil)-maleimid monomerine immobilize edilen a-
amilazin maksimum aktifliginin kullanim sayist1 ile degisimi Sekil I11.13’te gosterildi.
Immobilize enzimin 33 kez kullanilmasi sonucunda baslangic aktifliginin %

74,68 ini korudugu goézlendi.

IV.9. IMMOBILIZE EDILEN ENZIMIN KINETiK PARAMETRELERI

Michaelis sabiti, K;,’nin degeri enzim ile substrati karakterize eden énemli bir
parametredir. Enzim ve substrat derisiminden bagimsizdir ve enzimin substrata karsi
ilgisinin gostergesidir. K, degeri ne kadar kiiclikse enzim substrata o kadar fazla ilgi

gosterir. Vy, degeri ise substrat derisimine bagli bir niceliktir. Hem K, hem de V,
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enzimin ve substratin ylik dagilimina, konformasyonuna ve reaksiyon sicakligina
bagimli parametrelerdir [26].

N-(4-sodyumsiilfofenil)-maleimid monomerine immobilize edilen o-amilazin
kinetik parametrelerini belirlemek icin sirasiyla Bolim II1.3.10’da anlatilan
yontemlerle tayin edildi, elde edilen absorbans degisimleri ve aktiflik degerleri
sirastyla Tablo III.8, Tablo III.9, Tablo III.10, Tablo III.11, Tablo III.12’de verildi.
Elde edilen degerlere gére immobilize edilen a-amilazin K, degeri 12,58 (mg/mL),
Vmax degeri 0,968 (mg/ dakikaxmL) olarak hesaplandi. Serbest a-amilazin K, degeri
15,8 (mg/mL) ve Vinax degeri 58x10™ (mg/mL)’dir [180, 181].

Enzim immobilizasyon c¢alismalarinda immobilize enzimi karakterize etmek
amaciyla Ky, ve Vy, degerleri optimum kosullarda belirlenmesi ve serbest enzimin
degerleri ile karsilastirilmast  Onemlidir. Gerek enzimin immobilizasyon
islemlerindeki konformasyonel degisiklikler, gerekse difiizyon kisitlamalari
nedeniyle genellikle immobilize enzimin goriiniir K,, degeri serbest enzime gore
daha biiyiik olmaktadir.

Bu calismadan elde edilen sonuglara gére immobilize enzimin K,, degeri
serbest enzimin K,, degerinden kiiciiktiir yani enzim substrata daha fazla ilgi
gostermistir. Immobilize enzimin V. degeri serbest enzimin Vy,,x degerlerinden

yiiksek oldugu goriilmiistiir.
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BOLUM V

SON DEGERLENDIRMELER

Polimerik destek UV-isinlar1 yardmiyla sertlestirme teknigiyle hazirlandi.
Kovalent immobilizasyon 1liml1 kosullarda, hizli bir sekilde gergeklesti. immobilize
enzimin, yiiksek sicaklikta serbest enzime gore daha kararli oldugu belirlendi.
Yiiksek sicaklikta optimum pH aralign degismedi. Immobilize enzimin termal
kararliliginin ve raf Omriiniin serbest enzimden ¢ok daha iyi oldugu belirlendi.
Serbest enzim sadece bir kez kullanilabilirken, immobilize enzim 44. kullaniminda
baslangi¢ akivitesinin hala % 66,8’ni korudugu belirlendi. Serbest enzim 15 giin
icinde aktivitesini kaybetmistir. Immobilize enzim ise 30 giin icinde aktivitesinin
sadece % 30 kaybetmistir. Bu calismada immobilize enzimin K, degeri serbest
enzimin K, degerinden kiicliktiir yani enzim substrata daha fazla ilgi gostermistir.
Immobilize enzimin V. degeri serbest enzimin V.« degerlerinden yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Taramali Elektron Mikroskobu goriintiisii ve EDS analiziyle kovalent

enzim immobilizasyonu olusumu morfolojik olarak aydinlatilmistir.
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