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OZET

Poli(etilen glikol dimetilakrilat-1-vinil-1,2,4-triazol) [poliEGDMA-VTAZ)] hidrojel
(ortalama cap 150-200 pm) etilen glikol dimetilakrilat (EGDMA) ve 1-vinil-1,2.4-
triazol (VTAZ)in kopolimerizasyonu ile hazirlandi. Cu®* iyonlar1 poli(EGDMA-
VTAZ) mikrokiireleri tizerine selatlagtirlldi ve daha sonra metal-selatlanmis
mikrokiireler kesikli sistemde glukoamilaz enzimi adsorbsiyonunda kullanildi.
Poli(EGDMA-VTAZ)-Cu®" mikrokiirelerinin maksimum glukoamilaz adsorbsiyon
kapasitesi pH 6.5’te 104 mg/g olarak belirlendi. Serbest haldeki glukoamilaz enzimi pH
4.5 ‘da maksimum aktivite gosterirken bu deger immobilize enzim i¢in pH 4 olarak
belirlenmistir. Serbest enzim i¢in 60 °C olan optimum sicaklik ise immobilize enzim
igin 65 °C ‘ye kaymustir. Immobilizasyon glukoamilaz enzimin sicakliga karsi olan
dayanikliligini da arttirmigtir. 60-70 °C ‘de 180 dakika inkiibasyon sonucunda
immobilize enzimin serbest enzime gore ¢ok daha yliksek aktivite degerleri gosterdigi
belirlenmistir. Depolanma kararliligi, immobilize enzimlerin serbest enzimlere gore
istlinliik gosterdigi 6zelliklerden biridir. Serbest glukoamilaz enzimi 20 giin igerisinde
aktivitesinin tamamin1 kaybederken immobilize enzim ayn siire igerisinde aktivitesinin
sadece % 5 ‘ini kaybetmistir. Glukoamilaz enziminin Michaelis sabiti, Km
adsorbsiyona bagli olarak artarken Vmax degeri azalmistir, bu da enzimin substratina
kars1 olan afinitesinin azaldiginin bir gdstergesidir. Immobilize enzimlerin en dnemli
avantajlarindan biri de tekrar kullanimdir. 10 kez tekrar kullanim sonucunda immobilize
glukoamilaz enziminin aktivitesinin %76 ’sin1 korudugu belirlenmistir ki, bu da
biyokatalitik uygulamalarda enzim baglanmis mikrokiirelerin ne kadar kullanish

oldugunu gostermektedir.

ANAHTAR KELIMELER : Adsorbsiyon, metal-selat , glukoamilaz, 1-vinil-1,2,4-
triazol
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ABSTRACT

Poly(ethylene glycol dimethacrylate-1-vinyl-1,2,4-triazole) [poly(EGDMA-VTAZ)]
hydrogel (average diameter 150-200 um) was prepared by copolymerizing ethylene
glycol dimethacrylate (EGDMA) with 1-vinyl-1,2.4-triazole (VTAZ). Cu®" ions were
chelated on the poly(EGDMA—-VTAZ) beads , then the metal-chelated beads were used
in the adsorption of glucoamylase in a batch system. The maximum glucoamylase
adsorption capacity of the poly(EGDMA-VTAZ)-Cu®" beads was observed as 104
mg/g at pH 6.5. The maximum relative activity of the free glucoamylase was observed
at pH 4.5, whereas the optimal pH value to get which of that was at 4.0 for the
immobilized glucoamylase. The optimal temperature of free glucoamylase was at 60 °C
and the immobilized enzyme was shifted to 65 °C. The immobilization remarkably
enhanced heat and denaturation resistance of glucoamylase. After incubation at 60—70
°C for 180 min, the immobilized glucoamylase remained higher activity in comparison
with the free one. Storage stability is one of the important advantages for immobilized
enzymes over the free enzymes because free enzymes can lose their activities fairly
quickly. The free glucoamylase lost its whole activity within 20 days. However, the
immobilized glucoamylase on the poly-(EGDMA-VTAZ)-Cu®>" beads lost only 5% of
its activity during the same period. The value of the Michaelis constant Km of
glucoamylase was larger upon adsorption, indicating decreased affinity by the enzyme
for its substrate, whereas Vmax was smaller for the adsorbed glucoamylase. The most
important advantage of immobilization is repeated use of enzymes. The glucoamylase
adsorption capacity was not changed during the 10 successive adsorption—desorption
cycles. Adsorbed glucoamylase retains an activity of 76 % after 10 batch successive
reactions, demonstrating the usefulness of the enzyme-loaded beads in biocatalytic

applications.

KEY WORDS : Adsorbtion, metal-chelate, glucoamylase, 1-vinyl-1,2,4-triazole
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1.GIRiS

Enzimler tiim canli hiicrelerde bulunan ve organizmada gerceklesen kimyasal
reaksiyonlart katalizleyen protein yapisindaki molekiillerdir. Son yillarda enzimlerin
ticari katalizorler olarak kullanimina yonelik c¢ok sayida calisma yapilmaktadir.
Enzimlerin sentetik katalizorler yaninda (1) ytiksek katalitik etkinlik , (2) spesifite , (3)
hassasiyet ,(4) diisiik sicaklik ve basinglarda kullanilabilme gibi bir¢ok iistiinligli vardir
(Royer 1980). Daha iliman reaksiyon kosullar1 saglamasi nedeniyle enzimler

endiistriyel 0l¢ekte kullanilmasi agisindan da dikkat ¢gekmektedir.

Enzimler baslica; nisasta, deri, tekstil, petrol, deterjan, ¢ay, soya, et - balik ve
ekmek sanayinde, siit ve mamiilleri, alkol ve bira, aroma ve tat maddelerinin {iretiminde,
meyve ve sebze islemede, ve son yillarda atik maddelerin aritilmasinda kullanilirlar. En

onemli kullanim alanlarindan bir digeri de tip ve eczaciliktaki uygulamalardir.

Enzimlerin ¢06ziiniir formda endiistriyel proseslerde kullanimi ¢ok yaygin
degildir. Clinkii serbest enzimler ¢ozliniir formda sadece bir kez kullanilabilirler ve
tekrar kullanilabilir formda geri kazanilmalar1 ¢ok zordur. Ayrica ¢ozeltide pH ve
sicaklik degisimlerine kars1 dayaniksizdirlar ve bozunarak aktivitelerini yitirirler. Proses
uygulamalarinda tekrar kullanim ve kararlilik i¢in enzimler fiziksel ya da kimyasal
metodlar kullanilarak polimerik destek materyalleri iizerine immobilize edilmektedir.
Enzimler kati bir destek materyaline immobilize edildiginde daha dogal bir cevreye

sahip olurlar ve cogu zamanda daha etkin bir fonksiyon gosterirler.

Enzimler serbest halde bir reaksiyonun katalizlenmesinde kullanildiginda,
reaksiyon sadece enzimi deaktive ederek ya da ortam kosullarim1 degistirerek (6rnegin
pH, sicaklik) durdurulabilir. Immobilize enzim kullanilmasi durumunda ise destek
materyalinin ortamdan ayrilmasiyla reaksiyon kolayca durdurulabilir. Immobilize
enzimlerin en onemli yararlarindan biri de {iriin kirlenmesini minimuma indirmesidir.

Bu 6zellikle yiyecek ve ilag endiistrisinde 6nem tagimaktadir.



Amiloglukosidaz (EC 3.2.1.3) olarak da bilinen, glukoamilaz (GA)
biyokatalizordiir ve ¢oziinebilir nisastada ve 1ilgili oligosakkaritlerde anomerik
konfigurasyonu inversiyona ugratarak, B-glukoz olusturmak iizere a-1,4 glikozidik
baglarini hidrolize eder. Enzim, a-1,4 baglarina olan etkisinin yanisira nisastanin a-1,6
glikozidik baglarin1 da yavasca hidrolize eder. Kristalize D-glukoz ve glukoz surubu
iretimi glukoamilazin temel endiistriyel uygulamalaridir. Endiistriyel enzimatik
reaksiyonlarda, substrat ve c¢oziinmils enzim karisimi inkiibe edilir. Her kademe
tamamlandiktan sonra enzim deaktive olur. Enzim tekrar kullanilabilirse kuskusuz
proses daha ekonomik olacaktir. Bu yiizden nisastadan glukoz iiretmede immobilize
enzim teknolojisini kullanmaya karsi oldukg¢a biiyiikk bir ilgi vardir. Glukoamilaz
enziminin immobilize edilmesi i¢in bligiine kadar bir¢ok yontem kullanilmistir: anyon-
degistirici recine lizerine immobilizasyon (Tomar ve Prabhu 1985), manyetik partikiiller
(Bahar ve Celebi 2000), jel ile hapsetme (Czichocki ve ark. 2001), poroz olmayan
PS/PnaSS mikrokiireler {izerine kovalent baglama (Oh ve Kim 2000), vb. Bu teknikler
arasinda, kati bir destek materyaline adsorbsiyon gibi “kovalent olmayan bir
immobilizasyon teknigi” iyi bir se¢im olacaktir; ¢linkii adsorbsiyon ile immobilizasyon
oldukga basit, kolay ve zaman alic1 olmayan bir islemdir ve destek materyalleri deaktive
enzimin desorbsiyonundan sonra tekrar kullanilabilir. Boylece maliyet diiser ve atik
miktar1 da az olur. Tersinir metal-selat immobilizasyonu, metallerin d-kabugu
orbitallerinin kolay polarize olabilme ozelliklerinden dolay1 proteinleri immobilize
etmede en kolay yol olarak bilinmektedir (Torres ve ark. 2002). Pearson’in Lewis asit-
Lewis bazi kuramia gore Cu®’, Zn?" ve Ni** gibi 1. sira gecis metalleri yumusak Lewis
asidi ozelligi gosterirler (Pearson 1968). Dolayisiyla bunlar aromatik veya alifatik
amino grubu igeren ligandlardaki azot atomlarmin bag yapmayan eslesmemis

elektronlartyla etkilesim gosterirler.

Bu calismada, Aspergillus niger glukoamilaz enzimi metal afiniteye sahip
destek materyali {izerine adsorbsiyon ile immobilize edildi. Bu nedenle etilen glikol
dimetakrilat ile 1-vinil-1,2,4-triazoliin (VTAZ) kopolimerizasyonu ile poli(etilen glikol
dimetakrilat-1-vinil-1,2,4-triazol) [poli (EGDMA-VTAZ)] mikrokiireleri hazirlandi.
Poli (EGDMA-VTAZ) mikrokiireleri Cu*" iyonunun sulu ¢ozeltisiyle muamele edilerek
Cu2+-poli (EGDMA-VTAZ) selat matriksi hazirlandi. Cu** iyonlari, 1-vinil-1,2,4-triazol



selat ligandlarma koordine olarak ve enzim selat metal iyonu iizerinden polimere
baglandi. Enzim matriksinin hazirlanmasinda kullanilan bu yaklasim diger
immobilizasyon metodlarma gére birgok avantaja sahiptir. Immobilize metal-afinite
materyalinin hazirlanmasinda pahali, zaman alict ve kritik basamak selatlayici ligandin
adsorbsiyon matriksine baglanmasidir. Bu prosediirde, komonomer VTAZ metal-
selatlayici ligand olarak davranir. Ayrica metal iyonlarini, bagka aktivasyon ve ligand
immobilizasyon basamaklar1  kullanmaksizin  direkt mikrokiirelere yiiklemek
miimkiindiir. Calismamizda, poli (EGDMA-VTAZ)Cu' mikrokiirelerinin protein
adsorbsiyon kapasitesine konsantrasyon ve pH’in etkisi, serbest ve immobilize
glukoamilaz aktivitesi iizerine sicaklik ve pH ‘in etkisi, immobilize enzimin termal

kararlilig1, tekrar kullanim ve depolanma kararlilig1 gibi 6zellikleri aragtirilda.



2. KURAMSAL BILGILER

2.1.Enzim immobilizasyonu

Immobilize enzim hareketi kiiciik bir alan igerisinde tamamen veya kismen
sinirlandirilmis  enzim olarak tanimlanir. 1971°de  gergeklestirilen ilk enzim
miihendisligi konferansinda immobilize enzim terimi “katalitik aktivitesi korunarak,
tekrar ve siirekli kullanima olanak saglayan, hareketi belli bir alan i¢inde
siirlandirilmig enzim olarak ifade edilmistir (Chibata 1978). Enzim immobilizasyonu,
enzimin substrati ile temasina engel olmaksizin farkli bir fazda hapsedilmesi olarak da
tanimlanabilir. Ancak hareketinin bir mikrogevre igerisinde kismen veya tamamen
engellenmesi, immobilize enzimin bu fazda hi¢ hareket edemeyecegi anlamina da

gelmez.

Enzimler canli hiicrelerde bulunan protein katalizorleridir. Enzimlerin birgogu
globiiler yapida olup molekiil agirliklart 10000 ile bir milyon Dalton aralifinda
degismektedir. Makromolekiiliin yiizey alaninin ¢ok kii¢iik bir boliimiinii olusturan aktif
bolge, baglanma bolgesi ve katalitik bolgeden olusmaktadir. Katalitik bolge genellikle
metal iyonlar1 ya da protein yapisinda olmayan koenzimler igerir. Kimyasal proses
mithendisligi acisindan bakildiginda enzimler miikemmel katalizorlerdir. Oldukga
iliman reaksiyon kosullarinda kullanilabilirler ve katalizde yiiksek katalitik etkinlik ve
spesifite gosterirler. Yiiksek spesifiteleri nedeniyle klasik kimyasal metodlar ile
gerceklestirilemeyecek bir¢ok reaksiyonu olanakli hale getirirler. (Falb 1972). Sahip
olduklar1 bu potansiyele ragmen enzimlerin serbest halde ticari biyokatalizorler olarak
kullanim1 ¢ok azdir. Enzimleri serbest halde kullanmanin bazi dezavantajlari sdyle
siralanabilir: (1) tek seferlik kullanim nedeniyle ortaya ¢ikan yiliksek maliyet, (2)
enzimin liriinden ayrilma zorlugu, (3) enzimi maksimum kapasitede kullanabilmek i¢in
gerekli uzun reaksiyon siireleri , (4) yiiksek maliyete ve enerji kaybina neden olan

biiyiik reaktorlere ihtiya¢ duyulmasidir.

Bu dezavantajlarin  bircogu enzimlerin sentetik materyallere immobilize

edilmesiyle giderilebilir. Immobilize enzimler kesikli ya da siirekli sistemde



kullanilabilir ve immobilize enzimin ortamdan kolayca ayrilabilmesi nedeniyle
reaksiyon kolayca durdurulabilir. Kontrollii iiriin olusumu ve farkli biyoreaktorlerin
dizayn edilmesiyle katalizde cok yiiksek etkinlik degerlerine ulasilabilir. Kiiciik
reaktorlerde daha kisa reaksiyon siirelerine olanak veren yiiksek enzim aktiviteleri ile
kisa reaksiyon periyotlarinda yan {iriin olusumu engellenebilir. Enzimlerin ¢6ziinmeyen
tastyict materyaller lizerine immobilize edilmesi onlar1 daha dogal bir ortama tasiyarak
cogu kez daha etkin bir sekilde kullanilmasini saglar. Ayni1 zamanda immobilize
enzimler katalitik etkinliklerini daha uzun siire koruyarak kullanimlarim1 daha da
ekonomik hale getirirler. Enzim immobilizasyonu serbest enzime karsin ilave bir masraf
gerektirmesine ragmen bu daha sonra calisma kosullarinda sagladigi avantajlar
sayesinde mali dengenin saglanmasina neden olmaktadir. Uriin saflastirma maliyetleri
de diiser. Cilinkii immobilize enzimin kullanilmasi, yan {irlin olusumunu

engellemektedir.

Degisen pH optimumlari, Michaelis-Menten sabitleri ve ¢ogu zamanda degisen
substrat spesifiteleri nedeniyle immobilize enzimler spesifik katalitik proseslerde
kullanim agisindan ¢ok Onemli bir potansiyele sahiptir. Immobilize enzimler aym
zamanda birka¢ enzimin ayni tasiyici iizerine tutturuldugu ¢oklu enzim sistemlerinde de

kullanilabilir.

Immobilizasyonun aktivite ve reaksiyon sistemi iizerindeki kompleks etkisini
kesin olarak 6ngdérmek veya niceliksel olarak tanimlayabilmek zordur. immobilizasyon
prosesi veya destek materyalinin oOzellikleri acisindan bakildiginda, immobilize
enzimlerin aktivitesini ve kararliligin1 veya reaksiyon prosediiriinii dogrudan etkileyen

bir¢ok faktor vardir.

Hangi metot kullanilirsa kullanilsin, immobilizasyon prosesi siiresince enzimler,
baglayicilar ve destek materyalleri arasindaki etkilesimden dolayir yapisal degisim
meydana gelebilir. Sonug olarak aktif bolgeyi veya modiilasyon bolgesini igeren yapisal
degisimler aktiviteyi, kararlili§i ve enzimin substratina olan sec¢imliligini etkiler.

Ornegin, iyon-degisimi metodu ile immobilizasyondan sonra, enzimin aktif bdlgesinin



yaninda destek materyali iizerindeki bolgesel yiiklii gruplar elektrostatik mikrogevrede

degisime neden olarak enzimin pH optimumunu kaydirirlar.

Sterik sinirlamalar, ¢ozeltideki serbest enzimlerle karsilastirildiginda destek
materyalinin varliginda enzimler ve substratlar veya kofaktorler arasindaki
etkilesimlerin engellenmesi olarak tanimlanabilir. Baglayici hidrokarbon zincirlerinin
(spacer arm) veya seliiloz gibi acik modelli destek materyalinin kullanim1 ile bu durum
biiyiik olciide diizeltilebilir. Destek materyalinin hidrofobikligi ve hidrofilikligi veya
ortamin dielektrik sabiti, enzimlerin katalitik kapasitesini dogrudan veya dolayli olarak

etkileyen bir bagka etkendir.

Bolme etkisi ise; substratlar, tiriinler ve diger etkileyiciler nedeniyle mikrogevre
ve makrogevre arasinda olusan dengesiz dagilimdan kaynaklanir. Reaksiyon hizinin
degismesiyle sonuglanir. Diger bir sdyleyisle, kismi ¢evre olarak tanimlanan
mikrogevre, kiitle fazindan onemli derecede farkli olup immobilize enzime daha
yakindir. Bélme etkisi nicel olarak bdlme katsayisi ile tamimlamir. Ornegin, destek
materyalleri substratlarla aym1 veya farkli yiikler tasidiklarinda, diger kinetik
parametreler gibi enzimin Km degeri de, immobilizasyon ile degisir. Daha da Gtesi,
immobilizasyonun ardindan destek materyalleri pozitif yiiklendiginde enzimatik
katalizin pH optimumu asidik pH degerlerine kayar. Negatif yiliklenmis destek
materyalleri ise pH optimumunu ters tarafa kaydirir. Destek materyallerinin
hidrofobikligi de, substratlarin farkli hidrofobikliklerine bagli olarak reaksiyon

sisteminde rol oynar.

Difiizyon simirlamasi esas olarak immobilize enzimin c¢evresindeki Nernst
tabakasindan dolay1 olugsmaktadir. Bu tabaka hemen hemen hareketsiz siv1 bir tabakadir
ve kiitle faz1 ile enzim molekiilleri arasinda dengeleyicilerin hizli ¢ift yonlii transferini
bloke eder. Difiizyon siirlamalarinin reaksiyon hizi iizerine etkisi kendi derecesine ve
Ozgin reaksiyon hizina baghdir. Eger enzimatik reaksiyon c¢ok hizli ise difiizyon
sinirlamalar1 reaksiyon sisteminin kisitlayict faktorleri olur. Normalde difiizyon

sinirlamalari elimine edilebilir veya iyice karistirilarak azaltilabilir.



Bir¢ok enzim immobilizasyondan sonra yiiksek kararlilik, kullanim ve
depolanma siiresine sahip olur. Muhtemel nedenler sunlardir: (1) immobilizasyon
sonrasi artan konformasyon kararliligi ; (2) kimyasallar ve proteazlar gibi dezavantaj
faktorlere kars1 dayanikli hale gelme; ve (3) enzim molekiilleri arasinda sinirlandirilmig

etkilesim.

Serbest enzimle karsilastirildiginda, immobilize enzimler daha yiiksek termal
kararlilik gosterirler. Ciinkii artan konformasyon kararliligi, yapisal degisimden
kaynaklanan aktivite kaybin1 kismen onler ve immobilize enzimler 1s1 uygulanmasi
sirasinda ¢okmeden korunur. Ayrica denatiire edici ajanlara, inhibitorlere ve proteazlara
kars1 immobilize enzimlerin direnci gelistirilmistir. Baz1 immobilize enzimler organik
coziiciilere kars1 da direng gosterirler ve bu sayede organik sentezler veya doniisiimler

icin baz1 susuz reaksiyon sistemlerinde uygulanabilirler.

2.2. Enzim immobilizasyon Yéntemleri

Enzim immobilizasyonu, spesifik enzimatik kataliz devam ederken, destek
materyali veya tasiyicilar ile enzimleri belirli bir alanda sinirlandirarak, enzimlerin geri
kazanimina ve tekrar kullanima olanak saglayan en onemli biyotekniklerden biridir
(Chibata 1978). Giiniimiizde immobilize enzimler, biyokimyada, biyoteknolojide,
biyomiihendislikte, biyomedikal miihendislikte ve buna benzer alanlarda genis olarak
kullanilmaktadir (Bahar ve ark. 1999). Serbest enzimlerle karsilastirildiginda,
immobilize enzimler yiiksek depolanma ve kataliz kararliligi, kolay ayrilma ve tekrar
kullanim, siirekli ve kontrol edilebilir proses, diisiik maliyet ve sinirh kirlilik — gibi

bir¢ok avantaja sahiptirler.

Enzim immobilizasyon teknolojisi ilk ortaya ¢ikisindan bugiine kadar oldukca
ilerlemistir (Bickerstaff 1995). Ilk arastirmalar, kofaktore gerek duyulmaksizin tek
enzim sistemi iizerine kurulmustur. Koenzimleri veya multi-enzim sistemlere ihtiyag
duyan ¢ok basamakli reaksiyonlara talebin artmasi nedeniyle immobilize enzim iceren
daha kompleks yapilar, hiicre i¢i organeller ve hiicreler gelistirilmistir. Mevcut

uygulamalar i¢in spesifik gelismeler saglamak ve immobilize enzimlerin uygulama



alanlarii genisletmek amaciyla son yillarda ¢ok daha fazla sayida immobilizasyon
metodu ve destek materyalleri kullanilmistir. Destek materyalinin ve immobilizasyon
metodunun secimi, c¢esitli 6zelliklerin ve immobilize enzimlerin sinirlamalarina karsi

enzimatik uygulamalarin gerekli niteliklerinin dengelenmesine baghdir.

Enzim immobilizasyonu, destek materyali ile enzimin hareket O6zgilrliglni
sinirlama esasina dayanir. Sonugta aktivite azalir ancak kararliligi gelisir. Ana husus
uygun destek materyalleri ve uygun immobilizasyon metotlarin1 kullanmaktadir.
Immobilizasyon metodlar1 kimyasal ve fiziksel yontemler olarak iki ana baslik altinda
toplanmaktadir. Sekil 2.2.1°de kullanilan immobililazsyon metodlar1 sematik olarak

gosterilmistir.

2.2.1. Kimyasal Yontemler

2.2.1.1. Kovalent Baglanma

Bu immobilizasyon metodu enzim ile destek materyali arasinda kovalent bag
kurulmasi esasina dayanir (Cabral ve ark. 1991 , Woodward 1985). Baglar genellikle
destek materyalinin yiizeyindeki fonksiyonel gruplar ile enzim ylizeyindeki amino asit

kalintilarinin fonksiyonel gruplari arasinda olusur.

Lizin veya arjininin amino grubu (NH,), aspartik asit veya glutamik asidin
karboksil grubu (CO,H), serin veya treoninin hidroksil grubu (OH) ve sisteinin tiyol
grubu (SH) gibi bir takim amino asit fonksiyonel gruplar1 kovalent bag olusumunda yer

almak icin ¢ok uygundurlar (Srere ve ark. 1976).

Ticari olarak kullanilan destek materyalleri, cesitli 6zellikleri ile kovalent
baglamada kullanima elveriglidirler (Taylor 1991). Enzim aktivitesinin destek
ortaminda korunmasi i¢in destek materyalinin hidrofilikligi kilit faktordiir. Bunun da
aralarinda bulundugu bir¢ok faktér immobilizasyonun etkisine tesir edebilir (Gemeiner
1992). Destek materyalinin ylizeyindeki fonksiyonel gruplar, uygun pH, sicaklik ve

iyonik siddet kosullar1 altinda enzim molekiillerini eslemek icin aktive edilebilirler.



Bunun i¢in enzimlerin aktif bdlgelerindeki aminoasitler ile baglanmayacak gruplar
tercih edilir. Immobilizasyon proseslerinde yer alan dort ana tipte kimyasal bag vardir:

(1) izotire bagt; (2) diazo bagi; (3) peptid bagi ve (4) alkilleme reaksiyonu.

Kovalent baglama, enzim immobilizasyonunda en ¢ok uygulanan metotlardan
biridir. Ciinkii enzim ve destek materyali birbirine kovalent bag ile sikica baglanir
bdylece immobilize enzim, endiistriyel proseslerdeki bir¢ok etkiye karsi kararli hale
gelir ve stirekli kullanima uygundur. Diger yandan eger enzimin aktif bolgesindeki
kalintilar destek materyaline baglanirsa veya enzimin ya da destek materyalinin aktif
bolgesinde yapisal degisiklik meydana gelirse enzim aktivitesi ciddi sekilde zarar
gorebilir. Toplam yilizey alani, partikiillerin boyutu ve gozenekliligi gibi destek
materyalinin yapisal etkileri de adsobsiyon metodunda oldugu gibi immobilize enzimin

katalitik etkinligini 6nemli derecede etkiler.

Seliiloz, dekstran (Sephadex), nisasta ve agaroz (Sepharose) gibi polisakkarit
polimerler yiiksek hidrofilik 6zelliklerinden dolay1 kovalent immobilizasyon i¢in en ¢ok
kullanilan destek materyalleridir. Bu polimerlerdeki seker kalintilar1 hidroksil gruplari
igerirler ki bu fonksiyonel gruplar kovalent bag olusturmakta kimyasal aktivasyon i¢in
idealdirler. Ayrica hidroksil gruplari, destek materyalinde hidrofilik ortam yaratmak
icin su molekiilleri ile hidrojen bagi olusturabilirler. Mikrobiyal ya da mantarsi
safsizliklara karsi duyarlilik ve zayif mekanik siddeti bu polisakkarit destek

materyallerinin dezavantajlaridir.

Diger popiiler kovalent destek materyalleri gdzenekli silika ve gdzenekli camdir.
Gozenekli silikalar, mikro-oyuklar ve kii¢iik kanallar olusturmak {izere bir araya gelmis
kiiciik kiiresel silika parcaciklaridir. Bu destek materyali normalde mikrokiire formunda
oldukca kuvvetli ve dayaniklidir. Gozenekli cam da dayaniklidir ve mikrobial
bozunmaya veya coziiclileree karsi direnglidir. Ancak bu iki destek materyalinin

hidrofilitesi polisakkarit maddelere gore daha diisiiktiir.

Kovalent immobilizasyon yontemi iki basamaktan olusur: (1) destek

materyalinin fonksiyonel gruplar1 bir aktiflestirici ile aktif hale getirilir; (6rnegin
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siyonejen bromiir) ve (2) kalan aktiflestiriciler uzaklastirildiktan sonra baglama
reaksiyonu gergeklestirilir. Aktive edilmis destek materyali ile enzim ¢6zeltisi bazen
direkt olarak bazen de glutaraldehit gibi bir capraz baglayici reaktif varliginda kovalent
bag olusturmak {iizere karistirilir. Kovalent baglama ile immobilizasyon prosesi
adsorbsiyondan daha karmasiktir ve kovalent baglama sisteminin bazi bilesenleri

insanlar ve ¢evre i¢in zararhidir.

2.2.1.2. Capraz Baglanma

Capraz baglama metodunun prensibi enzim ile ¢apraz baglayicilar arasinda
kovalent baglar olusturarak ti¢c-boyutlu bir yap1 olusturmaktir. Enzimlerin molekiiller ici
ve ayni zamanda diger tamamlayicit protein molekiilleri veya ¢oziinmeyen destek
materyali iizerindeki fonksiyonel gruplara (birincil aminler, siilfhidriller, vb.) ¢apraz

baglanmasi ile enzimlerin immobilizasyonu saglanir.

Destek materyali olmaksizin enzimlerin molekiilleri¢i ¢apraz baglanmasi
1960’lardan bu yana dort sekilde gelistirilmektedir: Capraz Baglanmig Enzim Kristalleri
(CLECs) (St Clair ve ark. 1992), Capraz Baglanmis Coziinmiis Enzimler (CLEs) (Cao
ve ark. 2003), Capraz Baglanmis Enzim Yiginlar1 (CLEAs) (Cao ve ark. 2002) ve
Capraz Baglanmis Tek Yonli-Kurutulmus Enzimler (CLSDs) (Lopez-Serrano ve ark.
2002). Cozinmeyen destek materyalleri ile immobilize edilmis enzimlerle
karsilastirildiginda, destek materyali olmaksizin ¢apraz baglanmis enzimler su
avantajlara sahiptirler: genis ylizey alani, yiiksek katalitik aktivite, ¢coklu-enzimlerin
kullanilabilmesi, sinirl difiizyon problemi, diisiik maliyet, vb. Ancak bunun yaninda,
zayif mekanik siddeti ve diisiik enzimatik aktivite geri kazanimi karsilasilan problemler
arasindadir. Kati destek materyallerinin kullanilmasi mekanik siddeti arttirabilir.
Enzimlerin, baz1 destek materyallerine daha sonraki bir molekiiller i¢i ¢apraz baglanma
amaciyla veya dogrudan destek materyalinin fonksiyonel grubuna ¢apraz baglanmasi
icin Onceden adsorpsiyonlart bu problemi diizeltebilir ancak bu ayni1 zamanda
immobilize enzimdeki protein yogunlugunu azaltir. Enzimler ve capraz baglayicilar

arasinda olusan rastgele kovalent baglar, proteinin konformasyonel degisime ugratmasi
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veya aktif bolgedeki aminoasit kalintilarinin anahtar kisimlarinin etkinligini yitirmesine

neden olmasindan dolay1 daima enzim aktivitesini diisiiriir.

B 2 3% macr=s po o e Adsorbsiyon

M Kovalent Baglama
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Capraz Baglama

Sekil 2.2.1 Enzim Immobilizasyon Metodlarinin Sematik Gosterimi

Bir¢ok uygulamada proteinin dogal yapisin1 korumak gerekir, dolayisiyla ¢apraz
baglama 1liman pH, sicaklik ve tampon kosullar1 altinda en c¢ok kullanilan metottur.
Ayrica etkin immobilizasyon ve yiiksek aktivite verimi icin ideal ¢apraz baglayic1 —
protein molar oranlar1 belirlenmelidir. Uygulamalara bagli olarak konjiigasyon derecesi
de Onemli bir faktordiir. Capraz baglama sistemindeki bilesenlerin sayisi minimumda

tutulmalidir. Clinkii ¢ok fazla bilesenden olusan konjiigasyonu analiz etmek zordur.
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Capraz baglayicilar homobifonksiyonel veya heterobifonksiyonel olabilirler.
Homobifonksiyonel capraz baglayicilar iki 6zdes reaktif gruba sahiptir. Proteinleri
birbirlerine ¢apraz baglamak i¢in veya proteinin dordiinciil yapisini stabilize etmek i¢in
tek basamakli prosediirde kullamlirlar. iki degisik protein, tek basamakli reaksiyonda
karistiginda homobifonksiyonel reaktifler 6z-konjiigasyon, molekiil i¢i capraz baglanma
ve/veya polimerizasyon ile sonuglanir. Heterobifonksiyonel c¢apraz baglayicilar iki
farkl reaktif gruba sahiptir. Bunlar dizil (iki basamakli) konjiigasyonlara izin verirler ve
istenmeyen polimerizasyonu veya Ozkonjligasyonu minimize ederler. Aminlerin
modifikasyonu problemli oldugunda heterobifonksiyonel reaktifler kullanighidirlar.
Aminler bazen proteinlerin aktif bdlgelerinde yer alirlar ve bu nedenle aminlerin
modifikasyonu aktivite kaybina neden olabilir. Siilthidriller, karboksiller, fenoller ve
karbohidratlar gibi diger gruplar daha uygun hedefler olabilirler. Ornegin, bir ugta amin
reaktif diger ugta da siilthidril reaktif olan ¢apraz baglayicilar 6zellikle bu durumlarda

kullanighdirlar.

Glutaraldehit, benzersiz 6zelliklerinden dolay1 en 6nemli capraz baglayicidir.
Degisen pH, konsantrasyon, sicaklik gibi ¢ozelti kosullarina bagli olan 13 degisik formu
bulunur (Bertrand ve ark. 2004). Glutaraldehitin protein immobilizasyonunda kullanimi
ile ilgili ¢ok sayida calisma vardir. Ancak glutaraldehitin monomerik ve polimerik
formlar1 dengede oldugu i¢in ¢apraz baglanma prosesine katilan reaktif tiirler
konusunda heniiz bir yargiya varilamamistir. Glutaraldehit proteinlere aldol

kondenzasyonu ya da Michael katilmasi gibi reaksiyonlarla baglanabilir.

2.2.2. Fiziksel Yontemler

2.2.2.1. Adsorpsiyon ile immobilizasyon

Adsorbsiyon metotlari, en basit immobilizasyon metotlar1 olan fiziksel
adsorbsiyon ve iyon-degisimini kapsar ve enzim ile tasiyici arasinda tersinir yiizey
etkilesimlerini icerir (Woodward 1985). Birbirini etkileyen kuvvetler van der Waals
kuvvetleri, hidrojen bag1 ve hidrofobik bag etkilesimleri oldugu gibi en ¢ok da iyonik

elektrostatik etkilesimlerdir. Bu kuvvetler zayiftir, ancak baglanma i¢in yeterlidir. Bir
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destek materyalinin adsorbsiyon kapasitesi, materyalin toplam yiizey alanina ve

ylizeydeki aktif gruplarinin sayisina baglidir.

Bu immobilizasyon metodunun avantajlart: (1) kimyasal bir aktivasyon veya
modifikasyon olmadigindan enzimin dogal yapisi daha az zarar goriir; (2) basit, ucuz ve
hizl1 bir immobilizasyon prosesidir; (3) enzim ve destek materyali kimyasal degisiklige
ugramaz, ve (4) etkilesim, destek materyalinin taze enzim ile rejenerasyonuna izin
verecek sekilde tersinirdir. Diger yandan iyon degistirici bir destek materyali
kullanmanin ana dezavantaji enzimin destek materyalinden sizmasidir (Gooden 1997).
Enzimin destek materyalinden desorpsiyonu, iyon konsantrasyonuna, pH degerine ve
immobilize enzimin mikrogevresinin sicakligina baglidir. Bu yilizden bu parametrelerin
tiretim, depolanma ve katalizi iceren proses sliresince olabildigince sabit tutulmasi
gerekir. Coziciiler, akis hizi, gaz kabarciklarinin olusumu ve partikiil-partikiil

stirtlinmesi gibi fiziksel faktorler desorpsiyona neden olabilir.

Adsobsiyon kapasitesinin yani sira katalitik etkinlik de destek materyalinin
partikiil yapisina baghdir. G6zeneksiz maddeler i¢in, partikiiliin daha kii¢iik bir yarigcapa
sahip olmasi adsorbsiyon kapasitelerinin ve katalitik etkinliklerinin yiiksek olmasini
saglar. Gozenekli maddeler i¢in ise toplam yiizey alan1 ve enzim molekiiliiniin boyutu
dikkate alinmasi gereken oOzelliklerdir. Ayn1 zamanda gozenekli partikiillerin sterik
etkisi, substratin ve lriiniin difiizyon sinirlamalarindan dolay:1 katalitik etkinlik i¢in
anlamhdir. Ayrica, enzimin destek materyaline baglanmasi immobilize enzimin
mikrogevresinin pH degerini degistirebilir, bu da enzimin pH optimumunun kaymasina
yol agar. Non-spesifik baglanma ise diger bir dezavantajdir. Eger substrat, iirlin veya
kalan atiklar yiiklenirse ya da destek materyali ile etkilesime girerse bu adsorbsiyon
kapasitesini ve reaksiyon kinetiklerini etkiler. Ayrica, destek materyalini asiri
yiiklemekten de kacinmak gerekir. Ciinkii bu diisiik aktivite geri kazanim hizina neden

olabilir (Fuente ve ark. 2004).

Kaolin, silikajel, diatomit, alumina, seliiloz ve selloidin gibi bir takim organik

veya inorganik maddeler van der Waals kuvvetleri veya hidrojen bag: ile fiziksel
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adsorbsiyonla immobilizasyonda kullanilir. Fiziksel adsorbsiyonun adsorbsiyon

kapasitesi genellikle iyon degistiricininkinden azdir.

(Cozeltideki bir iyon ile sabit kati matrikse bagli ayni yiiklii bir iyonun yer
degistirmesini igeren iyon degistirme tersinir bir kimyasal reaksiyondur. Kullanilan kat1
matriksler notral inorganik maddeler veya sentezlenmis organik tasiyicilardir. Sentetik
organik tasiyicilar giiniimiizde kullanilan ana tiirlerdir. Ciinkii 6zellikleri spesifik
uygulamalarla daha uyumludur. Bir iyon degistirici tasiyict ¢dziinmeyen bir polimerdir
ya da enzimin yilizeyindeki aminoasit kalintilarinda da bulunan yiiklii gruplar veya
iyonlarla yer degistirebilen destek materyalleridir. Immobilizasyon prosediirii su
asamalardan meydana gelir: (1) enzim ¢o6zeltisinin ve destek materyalinin uygun pH,
iyonik siddet, sicaklik ve diger kosullar altinda hafif hizda karigtirilmasi, (2) immobilize
edilmis enzimin toplanmasi ve (3) baglanmayan bilesenlerin uzaklastirilmasi igin

yikama.

Fonksiyonel gruplari agisindan farklilik gosteren baslica dort g¢esit destek
materyali vardir:  kuvvetli asidik (stilfonik asit gruplar1), kuvvetli bazik
(trimetilamonyum gruplar1), zayif asidik (karboksil gruplar1), zayif bazik (amino
gruplar1). Her bir tastyici birim destek materyaline kargt maksimum degistirici miktarini
karsilayan belli sayida hareketli iyon bolgesine sahiptir. Karboksimetilseliilloz gibi
katyon degistirici destek materyalleri ve dietilaminoetil selilloz (DEAE-seliiloz) gibi
anyon degistirici destek materyalleri genellikle enzim immobilizasyonu i¢in endiistriyel

proseslerde kullanilan materyallerdir.

2.2.2.2.Hapsetme ile Immobilizasyon

Hapsetme ile immobilizasyon metodu enzimlerin biiylik polimer molekiilleri
arasina gomiilmesi esasina dayanir ve iki ana formu vardir: (1)mikrokapsiil ile hapsetme
(2) kafes tipi hapsetme. Bu iki metodun ortak 6zelligi enzim molekiillerinin ¢ozeltide
serbest halde tutulmalarn fakat kafes yapisindaki destek materyali (O’Driscoll 1976)
veya secici gegirgen membran (Groboillot ve ark. 1994) ile smirlandirilmis

hareketleridir. Benzer sekilde, immobilize enzimlerin hareket yetenegini ve katalitik
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etkinligini énemli Olcilide etkileyen zayif mekanik siddet ve difiizyon ile substrat ve

irlinlerin transferine karsi sterik engel bu iki metodun da dezavantajlaridir.

2.2.2.2.1. Kafes Tipi Hapsetme

Kafes tipi hapsetme ile immobilizasyon prosesinde olusan polimer matriks
enzim sizintisin1 engellerken substrat ve iriin molekiillerinin serbestce hareket
etmelerine izin verir. Kafes tipi hapsetmede dort ana metot vardir: (1)
makromolekiillerin ¢ok degerlikli katyonlar ile ionitropik jelasyonu (e.g., aljinat); (2)
sicaklikla baslatilmis jelasyon (e.g., agaroz, jelatin); (3) kimyasal veya fotokimyasal
reaksiyon ile organik polimerizasyon (e.g., poliakrilamit); ve (4) karismayan ¢dziiciiden

¢oktiirme (e.g., polistiren).

Genelde proses enzimlerin monomer ve g¢apraz baglayici reaktif ile ¢ozeltide
karistirilmasiyla baslar daha sonra istenilen sekli elde etmek icin bir kalipta jel olusum
prosesini baglatmak tizere polimerizasyon aktiflestiriciler kullanilir. Elde edilen jel kalip
toplam yiizey alanimi arttirmak icin kiigiik kiiplere boliinebilir. Diger yandan
polimerlesmemis ¢ozelti kiiresel destek materyalleri elde edilmek {izere boyutlar1 geri
basingla ayarlanabilecek agizliklara yonlendirilir. Daha sonra olusan destek materyalleri

yapisal katiliklarini arttirmak tizere sertlestirilir.

Bir¢ok polimer arasindan (poliakrilamit, kalsiyum aljinat ve jelatin), kalsiyum
aljinat yiyecek ve ila¢ endiistrisinde emiilsiyonlama, sertlestirme, film olusturma ve
jellesme ajani olarak enzimin kafes tipi hapsedilmesinde en ¢ok kullanilan maddedir
(Haider ve ark. 2007). Aljinik asit 1-4 glikosidik baglarla birlestirilmis o-L-guluronik
asit (G) ve onun C-5 epimeri B-D-mannuronik asidin (M) dallanmamis ikili
kopolimeridir. Yapiy1 olusturan cesitli (100-3000) bloklarin birbirine kuvvetli ve
kismen esnek zincirlerle baglanmasiyla olusur (Hartman ve ark. 2002). Iki monomerin
dagilimi kadar oranlar1 da c¢esitli fizikokimyasal &zelliklere yol agar. Bu
polisakkaritlerin ¢oziinebilir tuzlar1 genellikle aljinatlar olarak adlandirilir. Jeller,
kalsiyum, stronsiyum ve baryum gibi katyonlarin varliginda, aljinat ¢ozeltide

coziindiikten sonra iyon-degistirici reaksiyon ile olusturulurlar. Vizkozite aljinat
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molekiillerinin boyuna baghdir. Coziinmiis ve sulu aljinat molekiilleri ¢oklu-kovalent
katyonlarla ¢apraz baglanirlar boylece aljinat mikrokiireleri yiiksek enzim aktivitesinin
elde edilmesini saglayan 1liman kosullarda olusurlar. Diger yandan bu 6zellik sodyum
ve fosfat iyonlar1 gibi iyonlarin multi-kovalent katyonlarla kolayca yer degistirmesi
nedeniyle dezavantaj olusturur. Bu nedenle jelden kolayca ayrilabilen bu iyonlarin

substrat ¢cozeltisinde yiiksek konsantrasyonlarda bulunmamasi gerekir.

Enzimlerin aljinat mikrokiireler igerisine immobilizasyonu iki asamadan olusur.
Ik asamada aljinat ve enzimlerin multi-kovalent katyonlar iceren ¢ozelti icerisine kiigiik
damlalar halinde dagilmas1 gerekir. Ikinci asamada damlalar damla yiizeyinde jellesme

ya da membran olusumu ile kat1 hale dontistiiriiliir.

Sicaklikla gerceklestirilen jellesme olduk¢a basit bir metottur. Matriks
materyalinin sicaklik degisimiyle faz transferi gerceklestirilir. Olusan jeller yumusak ve
kararsizdir fakat k-carrageenan polimerlerinin ilavesiyle stabilize edilebilir. S6zii edilen
tic jel arasinda poliakrilamit kovalent capraz bagli polimerik ag ile enzimlerin
hapsedilmesinde en sik kullanilan matrikstir. Jelin goézenek biiyiikliigii ve mekanik
yogunlugu monomer ve c¢apraz baglayici ajanin orani degistirilerek belirlenebilir.
Poliakrilamit jel noniyonik olmasindan dolay1 avantajlidir. Cilinkii enzimler jel matriks
icerisinde ¢ok az bir degisime ugrarlar ve ayn1 zamanda yiiklii molekiillerin difiizyonu
engellenmez.  Fakat  bununla  birlikte  polimerizasyon  baglaticist  olan

dimetilaminopropionitril oldukca toksiktir ve dikkatli kullanilmalidir.

Karigmayan c¢oziiciilerden ¢oktlirme ile ilgili son metodun kullanimi kararlilig:
yiiksek ya da daha dnceden stabilize edilmis enzimlerle siirlidir. Ciinkii birgok enzim

faz ayrimi ile enzim ¢okelmesinin gergeklestigi organik ¢oziiciilerde dayaniksizdir.
2.2.2.2.2 Mikrokapsiil ile Hapsetme
Mikrokapsiil ile hapsetme yoOntemi, yar1 gegirgen membranlar i¢inde enzim

molekiillerinin hapsedilmesini igerir. Naylon ve seliiloz nitrat gibi bircok madde, ¢ap1

10 ~ 100 pm arasinda degisen mikrokapsiillerin yapiminda kullanilmigtir. Substrat ve
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tirlinlin diflizyonuna iligkin ayni1 problem daha akuttur ve iirlinlerin ani birikmesi ile
mikrokapsiillerde kirilmalarla neden olur. Ayni zamanda aym1 yogunluktaki
mikrokapsiiller ve dis c¢ozelti, reaktdr konfigiirasyonunda ve akis dinamiginde
problemlere yol acabilir. Ancak ¢esitli enzimlerin istenen bir sekilde bir araya geldigi ve
cok basamakli reaksiyonda uygulandigi koimmobilizasyon bu metodun 6nemli bir

avantajidir.

2.2.3. immobilize Metal Afinite Yontemi

Immobilize metal iyon afinite kromatografisi (IMAK)* nin baslangici,
Helfferich' in kiiclik molekiillerin "ligand degisim kromatografisi" ni one siirdiigii
1961'e kadar uzanmaktadir. Biorad tarafindan pazarlanan Chelex 100 gibi selat yapici
bir recine, kiicik metal iyonlarinin bir katyon degistirici olarak kullanildig1
iminodiasetat ligandlarini ihtiva eder. Makromolekiiller i¢in bir afinite ligand olan
iminodiasetatin  kullanimi, Porath ve arkadaslarn1 tarafindan 1975'e kadar
gelistirilememesine karsin daha sonra Porath, ligand degisimini de i¢ine alan metal selat
etkilesim kromatografisinin biitiin sekillerini kapsayan "immobilize metal iyon afinitesi"
terimini ortaya koymustur. Porath, ilk olarak bir protein molekiiliiniin, metal iyon afinite
etkilesimleri ile metal iyonlarmma baglanarak, saflastirilabildigini gozlemledi. Kat1 bir
destek lizerine metal iyonunu immobilize etmek icin selatlayict bir ajanin kullanilmast,
protein-metal etkilesimlerinin serbestlik derecesini azaltmaktadir. Bu kisitlama,
proteinlerin zengin saflastirilmasi ve ayrilmasina olanak sagladigi gibi, denaturasyonu
azaltabilir ve aktivitesini devam ettirebilir. Cozeltideki metal kompleks caligsmalari

tizerine kurulu sematik bir resim Sekil 2.2.3.1' de gosterilmistir.
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Sekil 2.2.3.1. iDA Metal-Protein Kompleksi: immobilize bir Cu™ iyonuna bagli bir
proteinin histidin rezidiistinlin sematik gosterimi. Metal, kat1 bir destege bagli IDA ile
selat olusturuyor.

Bir IMAK kolonu, Cu2+, Zn2+, Niz+, Co** gibi herhangi bir iyon ¢ozeltisinin
kolondan gecirilmesiyle yiiklenebilir. Cozeltiyi kolondan gecirme islemine, ¢ozeltideki
metal iyonu ile sabit fazda selat olusturan metal iyonu arasinda bir denge olusuncaya
kadar devam edilir. Iminodiasetikasit (IDA) gibi bir ligand, silika veya polimer bazli
olan kat1 destek materyale baglanir. Kolon birkag¢ kez asir1 metal ¢ozeltisiyle doldurulur
ve uygun bir tampon ile dengeye getirilir. lgilenilen biyolojik olarak aktif iiriinleri
ihtiva eden bir karisim, kolondan gecirilir. Karisimda bulunan bilesiklerden, liganda
eslenik olmayan molekiiller kolondan geger. Immobilize metal-ligand kompleksi igin

afinite gosteren iiriinler ise kolonda tutunur.

Metal afinite ile protein adsorpsiyonunda triptofanin indol, sisteinin tiyol ve
histidinin imidazol grubu gibi ortaya c¢ikan elektron verici amino asit kalintilari,
immobilize metalin baglanmasina katkida bulunurlar. Biyopolimerlere ligandin
baglanmasi, metal selasyonunun yani sira elektrostatik, hidrofobik ve Van der Walls
etkilesimlerini de icermektedir. Proteinler, immobilize metal ile aralarindaki afinite
sabitini azaltan baz1 sartlarda, komplekslerinden ayrilabilirler. Tuz konsantrasyonunun
degisimi, pH’nin degisimi veya baglanmada gorev alan amino asit rezidiilerine
benzerligi bulunan yarigsmali bir ajanin ortama eklenmesi, proteini bagli bulundugu
kompleksten uzaklastirabilir. Imidazol ve histidin, IMAK' da bagh proteinleri
uzaklagtirmak i¢in yaygin olarak kullanilan iki yarigsmali ajandir. Bu desorpsiyon
metotlarinin birinde, tek basamak veya gradiyent elusyon sekli, proteinleri saflagtirmak

veya uzaklastirmak igin segici olarak kullanilabilir.
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IMAK' da proteinlerin adsorpsiyonu, protein yiizeyindeki elektron verici gruplar
ile immobilize bir metal iyonu arasindaki koordinasyon bagi olusumuna dayanir (Sekil
2.2.3.2). Cogunlukla kullanilan metaller, Lewis asitleri olarak diisiiniilebilen ve elektron
¢ifti kabul eden Cu™?, Ni%, Zn™, Co™, Fe™, gibi gecis metal iyonlaridir. Kromatografik
destege baglanan selat olusturucu bilesiklerde bulunan (N, S, O) gibi elektron verici
gruplar, ortamda bulunan koordinasyon baglarinin sayisina bagl olarak, iki disli, ii¢
disli vb olabilen metal selatlar1 olusturarak, metal iyonlar1 ile koordinasyon bagi
yapabilirler. Geride kalan metal koordinasyon bolgeleri normalde su molekiilleri
tarafindan isgal edilir. Daha sonra proteinden gelen uygun elektron verici gruplar ile yer
degistirebilir. Bazi amino asitler, 0Ozellikle yan zincirlerindeki elektron verici
atomlarindan dolayr baglanma i¢in uygundurlar. Glutamat, histidin, arginin, lizin,
asparagin, tirozin, sistein ve metiyonin gibi ¢ogu artiklarin baglanmaya katilabilmesine
ragmen, IMAK' de proteinin gercekte alikonmasi histidil kalintilarinin varlig1 temeline
dayanir. Triptofan, fenilalanin, ve tirozin gibi aromatik yan zincire sahip amino
asitlerde, eger disar1 uzanabilen histidil kalintilarina yakin iseler onlar da baglanmaya

katkida bulunabilir.

Afinite kromatografisinde geleneksel metotlarla karsilastirildiginda, IMAK pek
cok avantaja sahiptir. Farkli metal iyonlari, selat olusturucu ligand {izerine immobilize
edilebilir ve daha giiclii selat yapan baska bir ajan ile ortamdan uzaklastirilabilir. Cogu
durumda proteinler, IMAK kolonlarindan elue edildikten sonra bile hala aktivite
gosterirler. Bir ¢ozelti ayni zamanda, icinde metal iyonlari olmayan bir IMAK
kolonundan gecirildiginde c¢ozelti, i¢indeki metal iyonlarinin uzaklastirilmasiyla
sterilize edilebilir. Bu basamak, bakterilerce ihtiya¢ duyulan metal besinlerinin

uzaklastirilmasiyla bakteriyel kontaminasyon riskini onler.
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a)

b)

Sekil 2.2.3.2. Metal selat afinite desteklerine protein baglanmasinin gosterimi.a) Protein
yiizeyindeki histidin gruplar1 ile metal-selat etkilesimi b) Proteinin C veya N
terminaline ilave edilen His-etiketi ile metal-gelat etkilesimi Kaynak: Protein
kromatografisi yaz okulu kitap¢igi sayfa:136

2.2.3.1. IMAK icin Kromatografik Destekler (Matriksler)

Destek materyalinin se¢imi afinite sistemlerde iizerinde durulmasi gereken oncelikli
paremetredir. Matriks IMAK'a uygun olabilmesi icin asagidaki o6zelliklere sahip
olmalidur.

1. Kolay tiirevlendirilebilme

2. Yiiksek hidrofilik karakter ve son derece diisiik non-spesifik adsorpsiyon
3. Yiiksek miktarda ligand immobilizasyonu i¢in yiiksek porozite

4. Genis gozenek boyutu ve dar gézenek boy dagilimi

5. Hidroksil, karboksil ve amid gibi fonksiyonel yiizey guruplari

6. Farkli sartlardaki fiziksel, kimyasal, termal ve mekaniksel dayanik

7. Yiiksek akis hizlarinda kullanilabilme
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8. Matriksde herhangi bir bozunma olmaksizin kolonun kolayca rejene
edilebilmesi
9. Kromatografi islemi siiresince herhangi bir biiziilme ve sisme olmaksizin

kararl1 bir yatak olusturma 6zelliklerine sahip olmali.

Afinite kromatografisi i¢in kullanilan ¢esitli destek materyalleri vardir. Matriks,
bir protein ile immobilize metal arasinda sekillenen kompleksin dayaniklilig1 tizerinde
biiylik bir etkiye sahip olabilir. Kiigiik partikiillii destekler, akis hizina kars1 biiyiik bir
direng gosterir ve kolon tikanabilir. Genis partikiiller, akis rezistansini disiiriirler fakat
kolon etkinligini (ayirma kapasitesini) azaltirlar. Farkli formdaki partikiiller, diizensiz
bir dolgu olusturabilir ve bu da kanallasmaya neden olabilir. Kolon dolgu maddelerinin

bakterilere kars1 gosterecegi direng de 6nemli bir 6zelliktir.

2.2.3.2. IMAK'da Kullanilan Selat Olusturucu Ligandlar

Sulu bir ortamda metal iyonlari, su molekiilleri tarafindan gevrilerek ¢oziiniir.
Metal iyonu bir Lewis asiti, su ise Lewis bazi gibi davranir. Su daha giiclii bir baz ile

yer degistirdigi zaman, bir koordinasyon kompleksi olusur.

IMAK 'da metal iyonlarmin immobilizasyonu icin genellikle kullanilan
selatlayic1 ligand, IDA’dir. IMAK' da kullanilan bazi selat olusturucu ligandlardan
bazilar1 Sekil 2.2.3.2.1  de gosterilmektedir. Ni*" icin en cok kullanilan selat olusturucu
ajan nitrilotriasetiktir (NTA). Cu®" iyonu ii¢ disli ligand IDA ile selat olusturdugu
zaman, biyopolimer etkilesimleri i¢in agikta olan yalnizca bir koordinasyon bolgesine
sahip iken, Ni*" ii¢ bolgeye sahiptir. Bunun yaninda, Ni*" IDA ile sikica baglanmaz ve
matriksden sizar. TED, Ni*" yi sikica baglar, fakat; ligand degisimi icin geride yalnizca
bir koordinasyon boélgesine sahiptir. Matrikse bagl nitrilotriasetik (NTA) igeren dort
disli bir selatlayic1 adsorbent, Ni*" metal koordinasyon kiiresinin dért pozisyonunu isgal
edebilir. Sekiz koordinasyon kiiresinde geriye kalan iki ligand pozisyonu segici protein
etkilesimleri icin kullamshdir. Cizelge 2.2.3.2.1. IMAK'da immobilizasyon icin
kullanilan selat olusturucu baz1 bilesikler ve baglanabildikler metal iyonlari

Ozetlenmistir.
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Cizelge 2.2.3.2.1. IMAK'da immobilizasyon i¢in selat olusturucu baz bilesikler
Selatlayic1 Bilesik Koordinasyon | Metal Iyonu
Salisilaldehit Iki Disli Cu (1)
8-hidroksikinolin (im-8- Iki Disli Al (II), Ca (IT), Fe (IIT), Yb (III)
HQ)
N-metakriloil-(L)-histidin Iki Disli Fe (III)
metil ester (MAH)
Dipikolilamin (DPA) Ug Disli Ni (II), Zn (IT)
Iminodiasetik asit (IDA) Ug Disli Cu (II), Ni (II), Zn (II), Ga (11I)
O-fosfoserin Ug Disli Al (ITI), Ca (1), Fe (I1I), Yb (III)
(im-OPS)
Tris(2-aminoetil)amin Ug Disli Cu (II)
(TREN)
1,4,7- Ug Disli Cu (II),Cr (IIT), Mn (II), Co (II), Zn (11),
triazosiklononan(tacn) Ni (II)
Nitrilotriasetik asit (NTA) Dort Disli Cu (II), Ni (II), Zn (IT)
Karboksimetillenmis Dort Disli Ca (1), Co (II)
aspartik asit (CM-Asp)
N-metakriloil-(L)-sistein — Fe (III)

metil ester (MAC)

2.2.3.3. Koordinasyon Kimyasi

Ne tiir bir ligandin secilecegi ve belirli bir metal iyonunun bir liganda

baglanmasiyla nasil bir geometrik seklin olusacagi, koordinasyon kimyasinin iki 6nemli

sorunudur. Pearson tarafindan gelistirilen sert ve yumusak asit ve baz prensipleri, bu iki

sorunu ¢ozmek icin kullanilabilir. Sert ve yumusak asit baz yaklasiminda, birlikte

baglanan iki atomdan birinin Lewis asiti digerinin ise Lewis baz1 rolii oynadigi kabul

edilmektedir. Bag kuvvetleri, asit ve bazin kuvvetiyle iliskilendirilmektedir. Bu goriisii

kuvvetli asitlerin, kuvvetli bazlar tercih ettigini ayrica tercih edilen bir baglanmanin,

tercih edilmeyen bir baglanmadan daha siki oldugunu ileri stirmektedir.
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Zayiflik parametreleri elektronik orbital seklinin bozulabilmesinden veya bir
tiirin polarize olabilmesinden ortaya ¢ikmaktadir. Eger elektronlar oynak ise zayif bir
tiir, elektronlar siki bir sekilde tutuluyor ise kuvvetli bir tiirdiir. Elektronegativite (baz),
elektropozitivite (asit), oksidasyon durumu, biyikliikk, bag tipleri (iyonik veya
kovalent), elektron alma ve verme istekleri kuvvetli ve zayif asitleri siniflandirmada
diger karakteristik 6zelliklerdir. Zayif bir baz degerlik elektronlarini gevsek bir sekilde
tutar, yiiksek polarizasyon kabiliyetine sahiptir ve kolaylikla yiikseltgenir. Kuvvetli bir
asit ise kiiciik bir hacime ve yliksek oranda pozitif yiikk yogunluguna sahiptir, ayrica

degerlik kabugunda ortaklasmamuis elektron i¢germezler.

=0
HpO < o
s HoO CM-Asp-Co(ll) HpO  NTA-NI()

HO  IDA-Me (Il

Sekil 2.2.3.2.1. IMAK'daki selatayici ligandlar. CM-Asp: (Karboksi metilenmis aspartik
asit), NTA: (Nitrilotriasetik asit), IDA: (Iminodiasetik asit), TED: (N,N,N’-tris-
karboksimetil etilen diamin) Kaynak: Protein kromatografisi yaz okulu kitap¢igi , s.
141

Kuvvetli bazlar ile zayif asitler bu tanimin tersine sahiptirler. Yumusak asitlere
ornek olarak tek degerlikli Ag’, Au’, Hg', Cu" iyonlarmi, sert asitlere 6rnek olarak da
K", Na’, Mg2+, Cu2+, Fe*t iyonlarin1 6rnek olarak verebiliriz. Ayrica C02+, Zn2+, Cu®' ve
Ni* iyonlarint da sinir metal ailesine 6rnek olarak verebiliriz. Amonyak, amin, siilfat,

karbonat, fosfat ve perklorat sert bazlara 6rnek olarak verilebilirken, siyaniir ve siilfiir

ihtiva eden gruplar1 da yumusak bazlara 6rnek verebiliriz. Farkli metaller selatlandiklari
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zaman, proteinlere karsi reaktiviteleri degisime ugrar. Amino asit ligandlarin farkl
metallere karsi reaktiviteleri sert yumusak asit baz prensibi ile tahmin edilebilir. Bu
prensiplere gore ligand verici atomlarin {i¢ temel modeli vardir. Bunlardan,
karboksilattaki oksijen, asparajin ve glutamindeki alifatik azot ve fosforillenmis amino
asitteki fosfor kuvvetli baz olarak siniflandirilir. Histidin ve triptofandaki aromatik azot
sinir olarak smiflandirilirken sisteindeki siilfiir ise zayif bir baz olarak smiflandirilir.
Cift degerlikli sinir metalleri olan Cu2+,Zn2+, Ni** ve C02+, tercihen sinir bazlarindan

olan azot atomlar ile koordine olurlar.

Metal komplekslerinin geometrisi, metalin koordinasyon sayisi ile ilgilidir.
Koordinasyon bilesiginin yapisi, elektriksel notralligi korumak amaciyla kompleks iyon
ile gevsek olarak birlesmis olan diger iyonlara sikica tutunmus bir ligand grubuna
baglanmis bir metal iyonundan yapilmig kompleks olarak adlandirilan bir ¢ekirdekten
ibarettir. Gegis metal komplekslerinin, ligandlar ile olusturduklar1 baglar, ligandlarin
baglayici orbitalleri ve metalin s, p ve d orbitallerini icermektedir. Molekiiler orbital
teorisi, metal ligand kompleksleri i¢cin enerji seviyeleri ve nitel bag sekillenmesini

tanimlamak i¢in kullanilmaktadir.

2.2.3.4. Serbest Cozeltide ve Immobilize Formdaki Amino Asit Metal
Etkilesimleri

Amino asitler c¢ozeltideki pek ¢ok metal iyonu ile dayanikl, siirekli selat
halkalarini olustururlar. Amino asitlerin genel yapist a amino ve karboksil grubundan
ibaret olan NH,CHRCOO" yapisinda olup, her iki grup da selat olusumuna katilir. Baz1
amino asitler yan R zincirinde bulunan ve kompleks olusturmada a-amino ve karboksil
gruplariyla yarisan, etkili verici atomlara sahiptir. Amino asitlerin NH, ve COO™ olmak
tizere iki verici atom grubu vardir. Amino asitler hem metal-karboksilat tuzu hem de
amin-metal gruplariyla kompleks olustururlar veya her ikisiyle birlikte bes iiyeli halka
olustururlar. Co*", Ni*", Cu®" ve Zn>" gibi sinir metal iyonlar: selat halkasi olusturmayi
tercih ederken, Mg”" ve Ca®" gibi daha sert metal iyonlar1 karboksilat anyonlariyla tuz
olusturur. Eger amino asitin R yan grubu arjinin ve glutamin gibi pozitif yiikli ise

olusacak kompleks, pozitif yiiklii metal ile itici etkilesimden dolay1 daha az dayanikli
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olur.Sert asit-Yumusak baz etkilesimi yapiy1 bozar. Eger yan grup aspartat ve glutamat
gibi negatif yiiklii olursa, ekstra ylik, metal ile gii¢lii dayanikli bir kompleks vermek

lizere dimerizasyon yapar.

Histidin ve sistein, reaktif yan gruplara sahiptir ve giiclii kompleks ajanlari
olusturur. Histidin, 5, 6 ve 7 tliyeli halkalar1 da kapsayan dort farkli yolla kompleks
olusturabilir. Histidin, karboksilat ve a-amino gruplarini i¢ine alan 5 iiyeli halka, o-
amino ve imidazol gruplarni icine alan 6 iyeli halka veya karboksilat ve imidazol
gruplart 7 tyeli bir halka araciligryla bir metal iyonuyla birlesebilir ayrica bir metal

iyonu ile histidinin biitlin verici gruplarinin birlestigi bir yapiy1 da olusturabilir.

Serbest c¢ozeltideki protein-metal iyonu etkilesimlerinde gbéz Oniinde
bulundurulacak olan birkag faktor vardir. Karboksil, imidazol ve stilthidril gibi yan
zincir gruplari, terminal amino ve karboksil gruplarima metal iyonu baglamada daha
etkindir. Ligand gruplan iizerindeki yiikler, metal iyonu ile baglanma afinitesine etki
eder. Metal iyonlar1 i¢in baglanma sabitleri pH'nin diismesiyle azalir, ¢linkii: -NHa, -S
ve -COO" gibi ligandlara baglanmak i¢in protonlar, metal iyonlariyla yarigmaya
baslarlar. Protonlanmig amino gruplar1 lizerindeki pozitif yiik, pozitif yiiklii metal
iyonlarin1 uzaklastirir, ayrica karboksilat ve siilfiir gruplarinin protonlanmasi, metal

iyonlarina olan ¢ekici giicli yok eder.

Cozeltideki dogal bir proteinin {igiinciil yapisi, protein iizerindeki fonksiyonel
ligandlarin bir metal iyonuna yaklagmasini engeller. Proteinler pek c¢ok ligand
gruplarina sahip olmasina ragmen, ancak bir veya iki metal iyonu onlara baglanabilir.
Bazen bir metal iyonu sadece bir grup tarafindan tutulabilir. Belirli proteinlerde aktif
merkez olarak isimlendirilen bazi ligand gruplari, bir metal iyonu ile yapilan selat
olusturmada diizenleyici rol oynar. Diger proteinlerde ligand vericiler, o kadar iyi
diizenlenmeyebilir ve metal iyonu iki farkli grup arasinda tutunabilir. Bir metal iyonuna
elektronlarini verebilen herhangi bir grup, bunu bir proteine de yapabilir; bundan dolayz,
metal iyonlariyla proteinler arasindaki yarisma ¢ok onemlidir. Sonug olarak, immobilize

bir metale protein baglanmasi pH ve iyonik siddete baglidir.
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2.2.3.5. IMAK ‘da Peptit ve Proteinlerin Adsorpsiyon-Desorpsiyon

Mekanizmalari

IMAK' da proteinlerin metal iyonlarina baglanmasmin elektronca zengin
ligandlarin, metal komplekslerindeki, su gibi zayif bagh ligandlarla yer degistirmesiyle
gergeklestigine inanmlmaktadir. Porath ve arkadaslari, IMAK' da alikonma davranisinin
acikta olan histidin, triptofan ve sistein merkezlerinin yiizey yogunluguyla kontrol
edildigini 6ne siirmiislerdir. Spesifik metal iyon-protein koordinasyon kompleksleri
olusumunda, elektrostatik, hidrofobik ve yiik-transfer etkilerinin yaninda, metal-iyon
protein etkilesimleri de etkin olabilir. Proteinlerin baglanmasi, bu elektronca zengin
amino asitlerin, metal komplekslerindeki zayif koordine olmus su ile yer degistirmesi
sonucu gerceklesir. Metal, bu amino asitlere elektron verebilir veya bunlardan elektron
alabilir. Bir protein, sabit bir matriks ile selat olusturmus bir metalle etkilestirildiginde,
koordinasyon baglar1 ve ¢ok noktali baglanma yapabilir. Bu baglanma, yiiksek tuz
derisimlerinde se¢imlidir. Ciinkii, yliksek iyonik gii¢, elektrostatik etkilesimlerin

olasiligini azaltir.

Adsorpsiyon-desorpsiyon islemleri, protonlama, iyonik siddet degisimi, ligand
degisimi veya selat olusumunu engelleyerek gerceklestirilebilir. Protonlama, elusyon
icin yaygin bir prosediirdiir. Protein ylizeyindeki elektron verici grubun protonlanmasi,

koordinasyonu tersine ¢evirerek proteinin ayrilmasini saglar.

Cu'?, Zn™, Co™ veya Ni** gibi siir Lewis asitleri kullanildiginda, adsorpsiyon,
yiiksek tuz derisiminde gergeklesir. Adsorpsiyon kapasitesi ve se¢imliligi, tampondaki
tuz derisimi arttik¢a artar. Tuz derisimini azaltmak, bazi proteinler i¢in desorpsiyona
neden olabilir. Elektrolitlerin tutunma tlizerindeki etkisi, metal iyonlarinin solvate olmus
su molekiillerine ilgisiyle baglantilidir. Metal iyonlariyla su molekiilleri arasindaki
¢ekim giiciiniin, tuz tarafindan zayiflatilmasi, adsorpsiyon prosesini kolaylastirir. Iyonik
siddet arttikca adsorpsiyon seciciligi arttigima gore, proteinlerin kismi ve se¢imli

elusyonu, eluentteki tuz derigimini azaltarak gerceklestirilebilmelidir.
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Bununla birlikte cesitli proteinlerin adsorpsiyonu ve elusyonu Fe*™ gibi kuvvetli
bir Lewis asidinin, bir IDA kolonuna immobilizasyonu ve NaCl derisiminin 0’ dan

1M’a kadar arttirilmasiyla gergeklestirilir.
2.2.3.6. pH Etkisi

Adsorpsiyon/desorpsiyon basamagi biitiin afinite kromatografisi proseslerinin
kalbidir. Proteinlerin IMAK jeline adsorpsiyonu, protein yiizeyindeki elektron verici
gruplarin, protonlarini kismen kaybettikleri bir pH' da gerceklesir. Protein adsorpsiyonu
genellikle zayif bazik bir pH' da yapilir. Spesifik olmayan elektrostatik etkilesimleri
azaltmak icin, pH tamponuna bir tuz katilir. Fosfat ve asetat tamponlar1 yaygin olarak
kullanilir. Reaksiyon sodyle gosterilebilir:

yikksek pH (~7-8)
D-L-Me"" + XP < - S-L-Me"" - XP
diisiik pH(~4-6)

Burada D destegi, L ligandi, Me"" immobilize metal iyonu ve X, P proteininin

aktif yan gurubunu sembolize eder (3).

pH, alikonma ve elusyon proseslerinde karmasik bir rol oynar. Ciinkii: Tampon
bilesenlerinin niikleofilik davranigini, ¢oziiciilerin elektron alici-verici 6zelliklerini ve
metallerin kararlili§imi etkiler. Histidin veya sistein segiciliginin pH 6-8 araliginda
yiiksek olmasindan dolayi, bu gruplar1 tasiyan proteinlerin adsorpsiyonu bu pH
araliginda gergeklesir. Bazik bir pH degerinde, amino gruplariyla koordinasyon

gergeklesir; boylece adsorpsiyon daha etkin fakat daha az sec¢imli olur .

2.3. immobilizasyon Metodlarimin Karsilastirilmasi

Enzimlerin gozenekli destek materyalleri iizerine adsorbsiyonu basit ve ucuzdur.
Fakat bununla birlikte adsorbe enzimlerin tasiyict materyaleden sizmasi s6z konusudur.
Immobilize enzimin kullanimi esnasinda pH, sicaklik ve iyonik siddetteki degisim

enzimin desorbsiyonuna neden olabilmektedir.
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Enzimlerin polimerik jeller igerisine hapsedilmesi ucuz bir tekniktir ve oldukca
iliman kosullarda gerceklesebilir. Fakat bu metodun en 6nemli dezavantajlari enzimin
jelden sizmasi ve yiiksek molekiil agirlikli reaktanlarin kullanilmasi: durumunda ortaya
¢ikan diflizyon smirlamalaridir. Ayni zamanda enzim aktivitesi polimerizasyon
sirasinda olusan radikallerden etkilenebilmektedir. Enzimlerin mikrokapsiilleme
yontemiyle hapsedilmesi ara ylizey polimerizasyonu ile gerceklestirilir. Bu metodta

polimerizasyonun kontrolii ¢ok zordur.

Enzimlerin hollow-fiberler igerisine hapsedilmesi basitlii ve enzim aktivitesinin
daha biiyiik 6lclide korunabilmesi nedeniyle daha ¢ok tercih edilen bir metodtur. En
onemli problem fiberin kirilmasi nedeniyle enzimin kaybolmasidir. Ayni zamanda,
yiiksek molekiil agirlikli substratlarin kullanimi difiizyon problemleri nedeniyle

kasithidir.

Enzim immobilizasyonunda yaygin olarak kullanilan tekniklerden biride
kovalent baglanmadir. Bu metod yiiksek aktivite degerlerinin elde edilebilmesi ve
sicaklik dayanimi gibi avantajlara sahiptir. Kovalent baglanma teknigi ile kararli,
kolayca hazirlanabilen ve kullanisli enzim preperasyonlar1 yapmak miimkiindiir. Ayrica
enzimin aktivitesini yitirmesinin ardindan tasiyici materyali tekrar kullanmak
miimkiindiir. Fakat bu teknikte immobilizasyon sirasinda aktif bolgenin bloke edilmesi
halinde enzimin tamamen aktivitesini yitirmesi olasidir. Bazi durumlarda enzimin
aktivitesinin amino asit yan zincirlerinin reaksiyona girmesi nedeniyle degismesi
mimkiindiir. Yiizeyi aktive etmekte kullanilan kimyasallarin yiizeyden sizmasi ise

enzime zarar verebilecek diger bir durumdur.

Capraz baglama enzimin aktivitesinin korunmasi ve termal kararliligini
arttirmas1 gibi avantajlara sahip olan diger bir metodtur. Fakat difiizyonel sinirlamalar

ve mekanik kararsizlik karsilagilan en 6nemli sorunlardir.

Enzimlerin iyonik baglanma ile immobilize edilmesi iliman kosullar altinda

gerceklestirilebilen ve yiiksek aktivite degerlerinin saglanabildigi bir tekniktir. Fakat,
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enzim ve destek materyali arasindaki baglanma kuvvetleri kovalent baglanma ile
kiyaslandiginda oldukga zayiftir. Bu nedenle enzimin pH ya da iyonik siddet degismesi
durumunda yiizeyden sizmasi s6z konusudur. Immobilize enzimin uzun siireli
kullanimlarda aktivitesinin azalmasi durumunda kolayca degistirilmesi miimkiindiir.
Bazi durumlarda, enzim iizerindeki yikii arttirmak amaciyla modifiye edilir ve bu
sayede enzim daha kararhi hale getirilebilir. iyonik baglanma metodunu kullanmak
ozellikle pahali enzim veya destek materyalleri ile calisilmasi durumunda kovalent
baglanmaya gore daha avantajlidir. Cizelge 2.3.1’de bir destek materyali ve
immobilizasyon metodu se¢cmede izlenecek yolu Cizelge 2.3.2°de ise immobilizasyon

metodlarinin avantaj ve dezavantajlar1 karsilastirilmistir.

Cizelge 2.3.1. Destek materyali ve immobilizasyon metodu se¢gmede izlenecek yol

Ozellikler Dikkat Edilmesi Gereken Noktalar

Fiziksel Siddet, uygun ylizey alani, gozenek boyutu, partikiil yarigapi,
yogunluk, akis hiz1 ve sekli (mikrokiireler / plakalar / fiberler)

Kimyasal Hidrofiliklik, uygun fonksiyonel gruplar ve rejenerasyon

Kararlilik Depolanma, kalan enzim aktivitesi, mekanik, kimyasal ve termo
kararlilik

Dayaniklilik Bakteriyel veya mantars1 atak ve proteazlarin par¢alanmasi

Gtivenlilik Biyouyumluluk, bilesenlerin toksiklikleri, proses ve son iiriinlerde

saglik ve glivenlik

Ekonomik Destek materyallerinin  maliyeti ve kullanilabilirligi, enzim
kapasitesi, kimyasallar, 6zel ekipman, cevresel etkiler, safsizlik

kontrolii ve endiistriyel prosesler

Reaksiyon Akis hizi, enzim yiikleme ve katalitik verimlilik, reaksiyon
kinetikleri, yan {irtinler, ¢oklu enzim sistemi, substratlarin kiitle
transferi iizerine diflizyon sinirlamalari, iiriinler ve kofaktorler, ve

proses sekli (kesikli veya stirekli)




Cizelge 2.3.2. immobilizasyon metodlarinin karsilastiriimasi

FiZIKSEL METODLAR KIMYASAL METODLAR
OZELLIKLER HAPSETME VE KOVALENT CAPRAZ
ADSORBSIYON | MIKROKAPSULLEME | iYONIK BAGLANMA BAGLANMA BAGLANMA
Hazirlama Kolay Zor Kolay Zor Zor
Enzim aktivitesi Diisiik Yiiksek Yiiksek Yiiksek Orta
Substrat
spesifitesi Degismeyebilir Degismeyebilir Degismeyebilir Degismeyebilir Degismeyebilir
Baglanma
kuvveti Zayif Giicli Orta Giigli Giicli
Rejenerasyon Miimkiin Miimkiin Degil Miimkiin Miimkiin Degil Miimkiin Degil
Genel
uygulanabilirlik Diisiik Yiiksek Orta Orta Diistik
Hidrolik Iyi Orta Orta Iyi Kotii
Kararhilik Degisebilir Uzun Siireli Degisebilir Yiiksek Termal Yiiksek Termal
(pH ile) (Hapsetme) (pH) Dayaniklilik Dayaniklilik
Maliyet Diisiik Diisiik Diisiik Yiiksek Orta
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2.4. Iimmobilizasyon Yénteminin Se¢imi

Basarili bir immobilizasyon i¢in asagidaki faktorler goz oniinde bulundurulmalidir
(Mosbach 1976).

1 - Enzim, reaksiyonun ytiriitiilecegi kosullarda kararli olmalidir.

2- Capraz baglayici reaktifler, enzimim aktif merkezi ile reaksiyona girmemelidir
veya c¢apraz baglayici reaktif, enzimin aktif merkezine niifuz etmemesi i¢in olabildigince
biiylik olmalidir.

3- Miimkiinse enzimin aktif merkezi bir sekilde korunmalidir. Ornegin siilfhidril
enzimleri, glutatiyon veya sistein ile reaksiyona sokularak korunabilir ve daha sonra enzim
tekrar aktiflestirilebilir.

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

5- Immobilize enzim, bazi kimyasal reaksiyonlarda devamli katalizér olarak
kullanilacak ise immobilizasyon yontemini segmeden 6nce reaksiyonun dogast goz oniinde
bulundurulmalidir.

6- Son olarak, destek materyalinin mekanik o6zellikleri, 6zellikle fiziksel formu ve

mekanik kararliligi g6z oniinde bulundurulmalidir.

2.5. Lowry Metodunun Ozellikleri

[lk olarak Lowry ve arkadaslar1 (Lowry ve ark. 1951) tarafindan gelistirilen ve
yontemi bulan kisinin adiyla bilinen Lowry metodu protein konsantrasyonunun
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yoOntemin uygulanabilmesi ig¢in
yapisinda fosfomolibdik ve fosfotungstik asid iceren Folin-Ciocalteu fenol reaktifi, Cu™
iyonlar1 ve alkali bir ortam gerekmektedir. Lowry metodu ile protein tayini sirasinda iki
farkli reaksiyon gerceklesmektedir. ilk olarak " Biiiret " reaksiyonunda oldugu gibi Cu™
iyonlar alkali ortamda peptid baglarinda yer alan azot atomlar: ile kompleks olusturarak
Cu"' iyonuna indirgenir. Olusan kompleks " Biiiret " kromoforu olarak adlandirilir.

Ardindan gerceklesen reaksiyon yine bir redoks reaksiyonudur ve bu reaksiyonda da Folin-
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Ciocalteu reagentini olusturan fosfomolibdik/fosfotungstik asid , aromatik amino asitlerin
(tirosin,  triptofan)  bakir  iyonu  katalizli  yiikseltgenmesiyle ile  birlikte
heteropolimolibdenyuma indirgenmektedir. indirgenmis durumdaki Folin-Ciocalteu reaktifi
mavi renklidir ve bu nedenle 500 - 750 nm ( 6l¢lim yapilabilecek dalga boylar1 : 500, 540,
600, 660, yada 750 nm) dalga boyu araliginda spektrofotometre ile tayin edilebilir
Ozelliktedir. Biliret reaksiyonunun hassasiyeti yiiksek olmadigindan indirgenmis bakir
iyonlarini tayin etmek icin Folin-Ciocalteu reaktifinin kullanilmas1 Lowry metodunu Biiiret
reaksiyonundan 100 kat daha duyarli hale getirmektedir. Lowry metodu pH degisimlerine

hassas oldugundan ortamin pH degeri 10 — 10.5 araliginda olmalidir.

Lowry metodu ¢ok hassas oldugundan bu yontemle ¢ok diisiik konsantrasyonlardaki
protein miktarlarini tayin etmek miimkiindiir. Dunn ve ark. (1992) ; 0,10-2 mg protein/mL ,
Price (1996) ise 0,005 — 0,1 mg protein / mL konsantrasyon araligindaki protein
tayinlerinin Lowry metoduyla hassas bir sekilde yapilabilecegini bildirmektedir. Bu
metodun en Onemli dezavantaji tam dogru sonuglar alinabilmesi i¢in ¢ok dar bir pH
araliginin saglanmak zorunda olmasidir. (pH 10 — 10.5) Fakat bu dezavantaj reaksiyon
karisiminin pH degerini ¢ok az etkileyecek miktarlarda protein 6rnegi kullanmak suretiyle

ortadan kaldirilabilmektedir.

Lowry metodu hassasiyetine karsin biraz zaman alicidir ve yontemin uygulanmasi
sirasinda  bircok maddenin interferans etki gostermesi s6z konusudur. Deterjanlar,
karbonhidratlar, gliserol, EDTA, tris, potasyum bilesikleri, siilthidril bilesikleri (Dunn ve
ark. 1992), disiilfit bilesikleri, magnezyum ve kalsiyum gibi maddeler Lowry metodunda
interferans olusturabilecek maddelerdir. S6zii edilen bu maddelerin ¢ogu proteinlerin
hazirlanmast amaciyla kullanilan tampon ¢dzeltilerin igeriginde yer almaktadir (Price
1996). Bu durum metodu sinirlayan en 6nemli dezavantajlardan biridir. Ayrica Lowry
metodu tirosin ve triptofan amino asitlerinin miktarina duyarli oldugundan bu amino
asitlerin varligindaki ¢esitlilik metodun hassasiyetini etkileyecektir. Yontemin uygulanmasi
esnasinda ¢izilecek kalibrasyon grafigi 1 -100 pg protein miktar1 araliginda dogrusaldir.

Absorbansin 500 - 750 nm arasindaki degerlerde 6Slgiilebilir olmas1 bir avantajdir. Cogu
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arastirmact 660 nm degerinde calisir. Fakat farkli bir dalga boyunda calismak bazi
durumlarda interferans etkisini en aza indirebilir. Ornegin bitkilerde bulunan klorofil 660

mn de interferans yaparken 750 nm de bu etki ortadan kalkmaktadir.
Lowry metodunun avantajlar1 asagidaki gibi 6zetlenebilir.

1. Duyarlilik sinirlart genistir.
2. Protein konsantrasyonunun tayin edilmesinde en sik kullanilan metodtur.
3. Yontem oda sicakliginda kolayca gergeklestirilebilir.
4. UV dedeksiyonundan 10 - 20 kat daha hassastir.
Lowry metodunu kullanmanin bazi dezavantajlari da vardir. Bu dezavantajlar
asagidaki gibi 6zetlenebilir.
1. Uygulama esnasinda bir¢ok maddenin interferans yapmasi s6z konusudur.
2. Alkali bakir ¢ozeltisi uzun siireli depolamada optik aktiviteyi etkileyecek sekilde
karbonatlar olusturacagindan her denemeden 6nce taze hazirlanmalidir.

3. Zaman alicidir.(40 dak.)

4. Yontem 1s18a duyarlidir. Bu nedenle tiim 6rnekler 1s1ktan korunmalidir.

5. Elde edilen rengin siddeti caligilan proteine gore degisir.
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2.6. Caismada Kullamilan Enzimler

2.6.1. Glukoamilaz Enziminin Ozelikleri

Glukoamilaz (EC 3.2.1.3) polisakkaritleri, indirgenmeyen zincir uglarindan, o-1,4
ve a-1,6 glikozidik baglarini hidroliz ederek parcalayan bir enzimdir. Glukoamilaz enzimi
baslica glukoz surubu, nisastadan fruktoz surubu iiretiminde ve alkol eldesinde kullanilan

biitiin tahil ve nisastalarin hidrolizinde kullanilir.

Glukoamilaz, nisastayr B-D-glukoz bilesenine pargalayan ve ekzo davranan bir
enzimdir. Glukoamilaz enzimi ayni zamanda amiloglukosidaz, glukamilaz veya I-amilaz
olarak da adlandirilabilir. Daha teknik olan ismi ise a-(1—4) glukan glikohidrolazdir.
Burada glukan glukoz birimlerini, glikohidrolaz ise iki glukoz birimi arasinda kirilan bagi
nitelemektedir. Enzim komisyonu (IUBM) tarafindan verilen enzim kodu EC 3.2.1.3 “tiir.
Buradaki 3 sayisi, su eklenmesiyle biiyiilk molekiillerde meydana gelen hidrolitik
pargalanmayi katalizleyen hidrolazlar ifade etmektedir. 2 sayisi, glukozidik bag kirtlmasini
katalizleyen enzimler olan glukozidazlar1 belirtmektedir. Bu grupta birgok enzim vardir ve

glukoamilaz 3.’diir (EC 3.2.1.3).

Glukoamilaz enzimi ayn1 zamanda a-1,6 ve bazen de a-1,3 baglarini ¢ok yavas bir
hizla hidroliz eder. Bu enzim uzun zaman inkiibe edildiginde nisastay1 tamamen hidrolize
edebilir. Glukoamilaz enziminin optimum pH ve sicaklik araligi sirasiyla 4.5-5 ve 46-

60°C’dir. (Fogarty 1983; Vihinen ve Mantsala 1989)
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Sekil 2.6.1.1. Hidrolitik enzimler ve etki ettikleri kimyasal baglar

Aspergillus niger’den elde edilen glukoamilaz enziminin molekiil agirligi 82500
daltondur. 440 aminoasitten olusan katalitik boliim (N-terminal) , 100 aminoasitten olugan
graniiler-nigasta baglanma boltimii (C-terminal) , bu iki boliimi birbirine cubuk seklinde ve
O -glikosil baglartyla baglayan, 70 aminoasitten olusan bir baglayict bolge olmak iizere ii¢
ayr1 bolgeden olusur. Bu 3 6nemli bdlgede yer alan amino asitler ise, (1) Alal-Thr-440
(katalitik bolge), (2) Ser441-Thr551 (O-glikozillenmis baglayict segment) ve (3) Pro512-
Arg616 (nisasta baglanma bolgesi) seklindedir (Svenson ve ark. 1983). O-glikozillenmig
bolge hidrojen baglar1 igceren diizenli nisasta yapisina baglanmada onemli rol oynar. Bu
bolge yar rigid bir ¢ubuk seklindedir ve bu sayede katalitik ve nisasta baglanma bolgeleri
arasinda giiclii bir bag olusturur (Williamson ve ark. 1992). O-glikozillenmis bdlgenin
katalitik ve nisasta baglanma bdlgesinin aktivitesini nasil etkiledigini gormek amaciyla bir
cok calisma yapilmistir. Isitildigi zaman katalitik bolge irreverzibil olarak yapisini
kaybederken, baglanma bolgesi O-glikozillenmis bdlgenin varligi sayesinde reverzibil

olarak yapisini doniistiirebilmektedir.

Yapilan kimyasal modifikasyon ¢alismalar1 ile glukoamilaz enziminin katalitik
aktivitesini gostermesindeki en 6nemli amino asidin triptofan oldugu belirlenmistir (Rao ve
ark. 1981). Trpl20 substratin baglanmasi ve katalitik aktivite i¢in uygun geometrinin

saglanmasindaki en 6nemli kalint1 oldugu bilinmektedir (Clarke ve Svenson 1984).
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Glukoamilaz enziminin ¢ok zincirli mekanizmalarda rol aldig1 ve enzimin rastgele
tiim substrat molekiillerine etki ettigi ileri siiriilmiistiir (Solomon 1978). Glikozik bag
kirilmasin1 gosteren bir mekanizma Sekil 2.6.1.2 ‘de gosterilmektedir. D-glikozik bag
oksijeni, amino grubundaki bir hidrojen iyonu ile veya enzimin aktif bolgesinde yer alan
imidazol grubu ile protonlanir. Bagin elektronca yoksun merkezi C-1, elektronlar1 hidroksil
gruplari, su ve aktif bolgedeki serin gruplar1 gibi elektron verici gruplardan alir. Ortaya
c¢ikan yap1 bagin C-1 karbon kismindan ayrilir, karbonyum iyonu ara iirlinii ve nétral D-
glikosil fragmenti olusturur. Son basamak karbonyum iyonu ara iiriiniine hidroksil
iyonu(veya bir su molekiilii) katilmasini igerir. OH grubu B-konfigiirasyonunda yapiya

katilir bu yiizden hidroliz tirliniiniin adi1 3-D-glukozdur (Solomon 1978).

Glukoamilazlar ¢ok cesitli bitki, hayvan ve mikroorganizmalardan elde edilebilir
ancak buna ragmen ¢ogu glukoamilaz mantarlarda goriilmektedir. Aspergillus niger veya
Rhizopus tiirlerinden elde edilen enzimler malto-oligosakkaritlerin glukoza ¢evrilmesinde
ticari olarak kullanilirlar (Fogarty 1983, Pandey 1995). Enzimler Gida ve ilag Kurumu
(FDA) tarafindan giivenilir olarak smiflandirilirlar. Daha 6nce glukoamilaz enziminin
ozellikleri kapsamli bir sekilde ele alinmistir (Vihinen and Mantala 1989). 1950’lerde
Blackkoji kiiftinden elde edilen glukoamilazin iki formunun bulunusundan itibaren,
glukoamilaz enziminin ¢esitliligine dair bir¢ok rapor ortaya cikmistir. Glukoamilaz
enziminin bu ¢esitli formlar1 birtakim mekanizmalarin sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir:
mRNA modifikasyonu, smirli proteoliz, karbohidrat igerigindeki c¢esitlilik veya birkag

yapisal gen varlig1 (Pretorius ve ark. 1991).

Mantarlardan elde edilen ve birden bese kadar olan formlardan olusan
glukoamilazlar genelde glikoproteinlerdir. Ipliksi mantar Aspergillus biyoteknolojik

endiistrisinde 6nemli yere sahip olan bir organizmadir.
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Sekil 2.6.1.2. Glukoamilaz enziminin muhtemel ¢alisma mekanizmasi

Glukoz surubu iiretilmesi amaciyla nisasta prosesindeki uygulamalarina ek olarak
bircok tiir ikincil metabolitlerin {iretilmesinde ve cesitli hidrolitik enzimlerde glukoamilaz
enzimi ¢ok Onemlidir. Ekstraselliiler glukoamilazin ticari iiretiminde Aspergillus niger
genis bir sekilde kullanilmaktadir. Glukoamilazin iki tiirli Aspergillus niger’den izole
edilmistir; glukoamilaz I (99 kDa) ve glukoamilaz Ila (112 kDa) (Pazur ve ark. 1971). Her
iki form da kovalent olarak baglanmis karbohidrat (D-mannoz, D-glukoz ve D-galaktoz
artiklar1) igerirler. Bu glukoenzimlerdeki karbohidrat-protein bagi, L-serin ve L-treonin
kalintilarinin hidroksil gruplarina oldukca glikozidik davranir. Ancak L-asparajin ve L-
glutaminde de glukozilamin baglar1 bulunabilir. Enzimin iki formu izoglikoenzimler olarak
adlandirilir. Ayni aminoasit igerigine sahiptirler ancak amit gruplarmin sayist veya
glikozilamin olarak baglanmis birimler elektroforetik farkliliklarin sebebidir (Pazur ve ark.

1971).
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Proteazlardan sonra diinya capinda en cok satilan ikinci enzim olan glukoamilaz
endiistride dekstroz iiretimi, firinlanmus triinlerin eldesi, diisiik kalorili bira tiretimi ve alkol

iretimi i¢in tahil hidrolizi gibi bir¢ok uygulama alanina sahiptir.

Nisastanin sekerlere doniistiiriilmesi yillik 8 milyon tonluk bir iiretimin yapildigi
bliyiik bir biyoteknolojik prosestir (Lee 1991). Bu proseste 6nemli bir uygulama alani bulan
glukoamilaz enzimi nisastadan glukoz ve fruktoz surubunun (HFCS) {iretiminde genis ¢apta
kullanilmaktadir. Baglangicta D-glukoz iiretimi i¢in Kirchoff 1811 ve Saussure 1815
tarafindan bulunan asit hidrolizi kullanilmaktaydi. Ancak bu reaksiyonda verim oldukca
diistiktii. Gliniimiizde ise nisasta, amilolitik enzimler olarak da adlandirilan a-amilaz ve
glukoamilaz enzimleri kullanilarak, sivilastirma (liquifaction) ve sakkarifikasyon olarak
adlandirilan iki asamada hidroliz edilmektedir. Sivilagtirma olarak bilinen ilk asamada 85-
100°C “deki nigata a-amilaz ile muamele edilerek dekstrinler elde edilir (Fin 1987, Lee
1991). Dekstrinler suda c¢oziinlirdiirler ve immobilize glukoamilaz enzimi igeren bir
reaktorden gecirildiginde glukoz birimlerine hidroliz olurlar. Olusan glukoz surubu % 96-
98 oraninda D-glukoz igerir. Elde edilen glukoz surubu ya kristalize glukoz iiretimde ya da

fruktoz liretiminde baslangi¢c maddesi olarak kullanilir.

Fruktoz surubu (HFCS) bircok o6nemli uyulamada, seker kamisi ve seker
pancarindan elde edilen sekerin yerini almistir. Clinkii fruktoz glukozdan daha tatlidir (Finn
1987). Amerika’da yillik fruktoz surubu satisi yaklasik 4 milyon ton civarindadir (Lee
1991). Misir nisastasindan fruktoz surubu eldesinde de glukoz surubu eldesine benzer
sekilde Once nisasta 1stya dayanikli a-amilaz enzimi kullanilarak lineer oligosakkaritlere
doniistiiriilir. Ardindan sakkarifikasyon asamasinda ortamin pH degeri 4.5 ‘e ayarlanir ve
sicaklik 60°C ‘ye disiiriilerek sivilastirma asamasinda olusan oligosakkaritler glukoamilaz
enzimi ile muamele edilir. Birkag¢ saflagtirma prosetiriinden sonra glukoz surubu elde edilir.
Olusan glukoz surubu bir ileriki asamada glukoz izomeraz enzimi ile muamele edilerek
glukoz, fruktoza donistiiriiliir. Fruktoz surubu iiretiminde immobilize glukoz izomeraz

kullanimi1 endiistriyel uygulamalarda immobilize enzim kullaniminin ilk 6érnegidir.
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Glukoamilaz enzimi firmmlanims iirlinlerin eldesinde unun kalitesini arttirmak,
hamurun bayatlamasini geciktirmek, islenebilirligini kolaylastirmak, ekmegin kabuk
rengini arttirmak gibi amaglarla siklikla kullanilmaktadir (James ve Simpson 1996).
Firinlanmus {riinlerin eldesinde kullanilan diger fungal ve bakteriyel enzimler o- ve f-

amilaz, proteazlar, glukoamilaz, pentosanazlardir.

Diistik kaliteli tahillar ve {iretim fazlasi nisasta icerikli iiriinler yakit etanol, metan
ve laktik asit gibi degerli kimyasallarin tiretiminde kullanilabilmektedir.(Lee 1991 , Linko
ve Wu 1993) Brezilya, Kanada, Giiney Afrika ve Amerika gibi iilkelerde yillik iiretim

fazlas1 tarim iiriinleri fazla oldugundan bu fiiriinler etanol iiretiminde kullanilmaktadir.

Bira, malt arpa ve serbetciotunun sulu ekstraktinin alkolik fermentasyonundan elde
edilir (Potter 1986). Once arpa boyutlarina gére ayrilir ve biiyiik olanlar iglerinde proteaz
ve amilaz gibi enzimlerin sentezi i¢in 7 giinliik bir periyotta bekletilir. Bu sirada endosperm
fermente edilebilir sekerlere ve aminoasitlere parcalanir. Ardindan arpalar renk ve tat
olusumu i¢in 1sitilir. Bu asamada nisasta ya da seker gibi ilave maddeler eklenir. Ayrica bu
asamada nisastay1 parcalayan enzimler olan amilaz ve glukoamilaz ilave edilir. Bu sayede
nisasta bira mayasinin fermente edebilecegi forma doniistiiriiliir (Broderic 1977, Lewis ve

Young 1995).

2.6.2. Glukoamilaz Enziminin immobilizasyonu ile ilgili Cahsmalar

Immobilizasyon metodlarinin gelistirlmesinden bu yana glukoamilaz enziminin
immobilizasyonuna iliskin ¢ok sayida ¢aligma yapilmistir. Fischer ve arkadaslari 1977
yilinda protein adsorbsiyonu i¢in gozenek c¢ap1 400-1000A arasinda degisen
makrogozenekli camlar hazirlamis ve bu materyali Endomicopsis bispora’dan elde edilen

glukoamilazin baglama kapasitesini arstirmiglardir.

Glukoamilaz ~ enziminin  immobilizasyonu i¢in  seliloz  mikrokiirelerin

kullanilabilirligi de arastirilmistir (Chen ve Tsao 1977). ilk olarak poroz (75-80%porozite)
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seliiloz yataklar hazirlanmis ve siradan seliiloz iizerine enzim immobilize etmede kullanilan
kimyasal prosediiriiniin poroz seliiloz yataklar iizerine de uygulanabilecegi gosterilmistir.

Sonuglar siradan seliiloza gore yataklarin daha ¢ok enzim tasidigini gostermistir.

Endomikopsis’den elde edilen glukoamilaz, glutaraldehit kullanilarak kovalent
baglama ile AE-seliiloz iizerine immobilize edilmistir. pH, tampon konsantrasyonu, sicaklik
ve immobilizasyon zamani gibi degiskenler i¢in aktivite tayini yapilmistir. Maximum
aktivite 0,2 M Na-fosfat tamponunda, pH 5.0-7.0 ‘de ve 4-20°C ‘de 4-24 saat’de
saptanmistir. Substrat varliginda, immobilize glukoamilazin nisasta aktivitesi yiikselmis ve

glukozun buna bir etkisi olmadigi1 gézlenmistir (Kim ve Starostina 1978).

Kaetsu ve arkadaslar1 1979 yilinda yaptiklar bir ¢aligmada, 2-hidroksietil metakrilat
gibi hidrofilik camsi monomerlerin indiiklenmis 1s1ma polimerizasyonu ile hazirlanan
materyalin enzim immobilizasyonunda kullamimini arastirmistir. Immobilize edilmis enzim
aktivitesinin, diisiikk sicaklikta gergeklestirilen polimerizasyonda yiiksek sicaklikta
gerceklestirilen polimerizasyona gore daha yiikksek oldugu belirlenmistir. Diislik
sicakliklarda polimerize edilmis kompozitin, monomer konsantasyonuna dayali buz
kristallenmesinden dolay1 daha gozenekli bir yapiya sahip oldugu goriilmiistiir. Sonug
olarak, enzimin kismen polimer ylizeyine tutundugu, gézeneklerden kismen izole oldugu ve
kismen de polimer matriksinin i¢inde kaldigi disiiniilmiistiir. Enzim reaksiyonlarinin

tekrarlanmasiyla aktivitede gozlenen diislise enzim sizintisinin neden oldugu belirlenmistir.

Klesov ve Gerasimas 1979 yilinda yaptiklari bir ¢alismada substrat eksikliginde
enzimin termal inaktivasyonununn incelenmesinde yeni kinetik bir yaklasimda
bulunmustur. Metod ¢Ozlinlir ve poroz silikaya immobilize edilen glukoamilazin
inaktivasyon kinetiginin aragtirilmasinda uygulanmigstir.  Substratin  (maltoz veya
maltodekstrinler) baglanmasinin glukoamilazin termal kararliligini arttirdigr bulunmustur.
Kararlilik etkisinin normal enzimde (40 kat) immobilize enzime (15 kat) gore daha 6nemli

oldugu goriilmiistiir.
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Bir baska calismada glukoamilaz, maleikanhidrit (% 4-8 mol), 4,4’-diamin difenil
oksidiyle N-vinil pirolidonun kopolimerlesmesi sonucu olusan polimere immobilize
edilmistir (Iarovenko ve ark. 1979). Absorpsiyon ve kovalent baglanma gibi iki farkl
metodla immobilizasyon gergeklestirilmistir. Adsorbsiyon ile yapilan immobilizasyon
sonucunda glukoamilaz aktivitesi 20.000-60.000 U/g polimer bulunurken, kovalent
baglamada 40-120 iinite/g polimer olarak belirlenmistir. Kovalent baglanma ile
gerceklestirilen immobilizasyon, absorpsiyonla immobilizasyona gore daha uzun bir etki

gdstermistir.

Borosinova ve arkadaglari tarafindan 1979 yilinda yapilan bir calismada N-
karbetoksi-2-etoksi-1,2-dihidrokinolin kullanilarak glukoamilaz ve asit proteinaz, silokrom
C-80 tlizerine immobilize edilmis ve gama-aminopropil trietoksi silan ve daha sonra da
stiksinik anhidrit ile modifiye edilmistir. Maksimum protein baglanma yiizdesi glukoamilaz

icin %46, asit proteinaz igin ise %35 olarak bulunmustur.

Kennedy ve Kalogerakis 1980 yilinda yaptiklar bir calismada, glutaraldehit ¢apraz
baglanmis jelatin partikiillerinin mikrokapsiillenme ile enzim immobilizasyonu igin
uygulanabilirligini ylizey baglayici enzim ilavesiyle genisletilmislerdir. Sonugta ¢ift yonlii
immobilize enzim baglayicilar hazirlanmasina bir metot olusmustur. Enzimin kapsiil
ylizeyine baglanmasi enzimin ligand olarak kullanildigi, gecis metallerinin selatlanmasi
prosesi ile ger¢eklesmistir. Glukoamilaz enzimi, titan-iire, titan-akrilamit, titan-sitrik asit ve
titan-laktoz kompleksleri veya titan (IV) kloriir kullanilarak, titan1 selat merkezi haline

getirerek immobilize edilmistir.

Aspergillus niger’den elde edilen glukoamilazin akrilokloriir ile kimyasal
modifikasyonu calisilmistir (Gerasimas ve ark. 1980). Enzimin amino gruplarinin % 60-70’
inin etkilestigi goézlenmistir. Cozilinlir akriloglukoamilazin aktivitesi ve termal kararlilig

dogal enzimin aktivitesinden ¢ok az miktarda diisiiktiir.
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Bir bagka c¢alisma gosipol kullanilarak silanlanmis silokrom ile baglanmis
glukoamilazin immobilizasyon sartlar1 ile ilgilidir (El’chits ve ark. 1981). Immobilize
enzimin kinetik Ozellikleri de belirlenmistir. Enzimin optimum pH’1 immobilizasyon ile
degismemistir ve sicaklik optimumu da 50°C ‘den 60°C ‘ye kaymustir, Km’de ise belirgin
bir artis gozlenmistir. Glukoamilaz immobilizasyonunda gosipolu baglayict olarak

kullanmak enzim aktivitesinde yiiksek verim saglamistir.

Ram ve Venkatasubramanian tarafindan 1982 yilinda yapilan bir c¢alismada,
glukoamilaz ve pullulanaz yeniden yapilandirilmis sigir postu kollajen membran iizerine
kovalent azit baglama metodu kullanilarak immobilize edilmistir. Immobilize edilmis
glukoamilaz ve pullulanaz aktiviteleri sirasiyla 0,91 ve 0,022 mg esdeger dekstroz
membran/min cm’® bulunmustur. immobilize glukoamilazn yarilanma 6mrii 50 giin iken
pullulanazinki 7 giindiir. Bu diger arastirmacilarin buldugu kararliligin oldukga iistiindedir.
Serbest ve immobilize enzimlerin 80% alfa-1-6-glukozidik baglar iceren misir nisastasi
substrat1 tlizerindeki etkinlikleri incelenmistir. Serbest pululanazin kararliligi pH’in
fonksiyonu olarak daha yakindan incelendiginde yiiksek pH degerlerinde termal kararliligin
arttig1 belirlenmistir. 50°C’de ve pH 5.0°de, serbest enzim 24 saat sonunda inaktive
olurken, pH 7.0’de ve 72 saat sonunda immobilize enzim aktivitesinin yarisin1 hala

korumustur.

Bir bagka c¢aligsmada, serbest glukoamilaz aktivitesi, silokroma immobilize edilmis
glukoamilaz ile karsilastirilmistir (Ivanova ve El’chin 1982). Glukoendomikopsin G15x,
glukonigrin G20x ve Aspergillus awamori 466 kiiltlir sivist dogal enzim kaynag: olarak,
2,4-toluilendiizosiyanat, siyaniirkloriir, glutarikaldehit ve gosipol de ¢apraz baglayici olarak
kullanilmigtir. Enzimin silanlanmis silokrom {izerine immobilizasyonunda en iyi sonug
Aspergillus awamori 466 Kkiiltiir sivis1 ¢oziicli, gosipol de capraz baglayicit olarak

kullanildiginda elde edilmistir.

Kvesitadze ve Dvali 1982 yilinda yaptiklari bir calismada , a-amilaz ve glukoamilaz

enzimlerinin immobilizasyonunu silika tasiyicilari, degisik silokrom tipleri ve silikajeller
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tizerine bircok esleme metodu kullanarak arastirmistir. En aktif immobilize glukoamilaz
titan tuzlartyla elde edilmistir. Bu aktiviteler glutaraldehit veya azo eslesmesiyle elde
edilenlerin iki kat1 degerdedir. Yiiksek substrat konsantrasyonunda, 45°C’de, silika
tagiyicilar lizerine immobilize edilmis 4. oryzae a-amilaz, B. subtilis a-amilaz ve A. niger

glukoamilazin yar1 dmiirleri sirastyla 14, 35 ve 65 giin olarak belirlenmistir.

Glukoamilaz ve glukoz oksidaz, karbodiimit ile muamele edilmis cesitli
boyutlardaki karbon partikiilleri lizerine immobilize edilmistir (Bailey ve Cho. 1983).
Alman veriler immobilize enzimin pordz partikiiller igerisine diizensiz bir sekilde
dagildigin1  gdstermistir. Immobilize edilmis glukoamilaz enziminin spesifik aktivitesi

enzim yiiklemesi arttikca azalmistir.

Fungal alfa-amilaz (EC 3.2.1.1) ve glukoamilaz (EC 3.2.1.3), mikrogozenekli
plastik yapraklardan yapilmis materyallere kimyasal olarak baglanmistir (Hauser ve ark.
1983). Enzimlerin immobilizasyonu ve bunu takip eden kimyasal reaksiyonlar reaktantlarin
plakaya uygulanmasiyla gerceklestirilmistir. Immobilize enzim i¢in pH ve sicakligin kisa
stireli etkileri ve kinetikleri incelenmistir. %50 ¢oziinmiis katilarda ticari olarak uygun DE-
42 musir surubu kullanilarak glukoamilaz ve fungal alfa-amilaz i¢in 2000-5000 saatlik
yarilanma omriine ulagilmistir. Reaktorler 50°C°de glukoamilaz i¢in pH 4.3’te fungal alfa-
amilaz icin ise pH 5.5’te ¢alistirllmistir. Glukoamilaz reaktoriine ve daha sonra fungal alfa-
amilaz reaktoriine hammaddenin pompalanmastyla tipik DE-62 misir surubu iki basamakl

reaktor sisteminde devamli olarak {iretilmistir.

Ivanova ve arkadaslar1 1985 yilinda degisik metodlarla (adsorpsiyon, kovalent
baglanma) immobilize edilen glukoamilazin katalitik aktivitesi ve kararliligini arastirmisgtir.
En yiiksek kararlilik kovalent baglanma ile elde edilmistir. Baglanma etkisi ve immobilize
glukoamilazin ozellikleri, ¢oziinmez tastyicilarin dogasina ve enzimin hazirlanmasindaki
saflagtirma derecesine baglidir. Enzim ve tastyici arasindaki baglanmay1 destekleyen capraz
baglayictyinin se¢imi olduk¢a dnemlidir. Immobilize glukoamilazin optimum aktivitesi ve

kararliig farkli capraz baglayicilar kullanilarak elde edilmistir (2,4-toluendiizosiyanate,
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glutarik dialdehid, gosipol). Coziiniir ve immobilize glukoamilazin katalitik 6zellikleri ve

kararlilig1 da belirlenmistir.

Glukoamilaz, invertaz ve seliillaz, poli (vinil alkol) (PVA) membran igerisine
hapsedilmis ve ultraviyole 1sik 1ginlamasiyla ¢apraz baglanmistir (Imai ve ark. 1986).
Glukoamilaz immobilizasyonunun kosullart PVA igerisindeki enzim konsantrasyonuna,
PVA’daki duyarlastirici (sodyum benzoat) konsantrasyonuna, 1§in yayma zamanina ve
membran kalinligina gore incelenmistir. Immobilize edilmis glukoamilaz enziminin ¢esitli
ozellikleri degerlendirilmistir. Immobilize edilmis glukoamilaz enzimi icin elde edilen
Vmax degeri daha kiigilkken Km degeri dogal enziminkinden daha biiyiiktiir. Ayrica, Km

degerinin substratin molekiil biiyiikliiglinden etkilendigi gorilmiistiir.

Imai ve arkadaslar tarafindan 1986 yilinda yapilan bir baska calismada, invertaz
poli(etilen-vinil alkol) membran yiizeyine iyonik olarak baglanmis ve farkli molekiiler
boyuttaki iki aminoasetal, 2-dimetil-aminoasetoaldehitdimetilasetal (AAA) ve 3-(N,N-
dimetilamino-n-propandiamin) propiyonaldehitdimetilasetal (APA) ile modifiye edilmistir.
Cozeltideki enzim konsantrasyonuna, pH degerine, immobilizasyon ¢ozeltisindeki iyonik
siddete ve immobilizasyon zamanina goére immobilizasyon kosullar1 belirlenmistir.
Immobilize edilmis invertaz enziminin cesitli dzellikleri degerlendirilmistir. APA ile daha
uzun molekiiler baglarla baglanmis invertaz i¢in gozlenen Michaelis sabiti, Km degeri,
AAA ile baglanmis invertaza gore daha kiicliktiir. Rhizopus delemar’dan elde edilen
glukoamilaz aym1 sekilde baglanmaya c¢alisilmistir. Ancak immobilize edilmis

glukoamilazin miktar ve aktivitesinin invertaz enziminden oldukc¢a az oldugu goriilmiistiir.

Fiber ve kagit formunda enzim immobilizasyonu, sodyum aljnat ve enzimlerin sulu
katki maddelerinin divalent metalik iyon ¢ozeltilerinde hazirlanmasiyla ve olusan kisa
kesilmis fiberlerin kagit haline getirilmesiyle yapilmistir (Kobayashi ve ark. 1987).
Kullanilan glukoamilaz, siklodekstrin glukanotransferaz, endo-poligalakturonaz ve proteaz
gibi enzimlerin hapsetme verimleri kalsiyum aljinat fiberlerinde ve bunlarin kagitlarinda,

bunun karsilig1 olan yataklarda oldugundan daha yiiksektir.



45

Ug tip organik polimer ve yatak seklinde silika jeller, 2,3-epoksipropil metakrilatin
graft polimerizasyonu ile aktive edilmistir ve immobilizasyonda kullanilmistir. Bazi
durumlarda destek materyali {izerindeki epoksit gruplart NH, gruplarina modifiye
edilmistir. Enzim olarak peroksidaz, glukoamilaz ve tireaz kullanilarak elde edilen sekiz
aktif matriksin destek materyali olarak kullanilabilirligi arastirilmistir. Proteinin
immobilizasyon verimi ve enzimlerin spesifik aktiviteleri NH, grubu iceren destek
materyallerinde epoksit uclu kollar igerenlere gore daha iyi oldugu belirlenmistir.
Maksimum enzim immobilizasyonu ve depolanma kararliligi, 2,3-epoksipropil metakrilatin
graft polimerizasyonu ile aktive edilmis silikajel yataklarla elde edilmistir. Test edilen sekiz
matrikste de immobilize enzimler yliksek kararlilik gostermistir ve 28 giin sonunda orjinal
aktivitelerinin  %82’sini korumuslardir. Gelistirilen bu matriksler proses-basamakli

biyoteknolojik uygulamalarda kullanilabilir niteliktedir (Wojcik ve ark. 1990).

Amiloglukosidaz enzimi iki hidrofilik 6npolimer kullanilarak kovalent baglama ile
immobilize edilmistir: Hipol FHP 2002 (kopiik olusturur) ve Hipol FHP 8190H (jel
olusturur). Poliiiretan kopiiklerinde immobilize edilmis enzimin yiizde aktivite degeri %25
+/- 1,5 ‘dir. Koplige immobilize edilmis enzimin Km degeri 0,76 mg/ml’den (serbest) 0.86
mg/ml’ye (immobilize) c¢ikarken, Vmax degeri 90,9°dan (serbest) 12,4 nmol
glukoz/dak/ml’ye (immobilize) diismiistiir. Amiloglukozidaz enziminin uzun zamanl
depolanma kararlilig1 kdpiige immobilize edilerek incelenmistir. Immobilize enzimde %70
aktivite kalirken, serbest enzimde yalmzca %50 aktivite kalmistir. Immobilizasyon ayni
zamanda c¢esitli denature edici ajanlara karsi (sodyum kloriir, {ire ve etanol) enzim
kararlihgmi gelistirmistir. Yiiksek sicakliklarda (95°C) serbest enzimle karsilastirildiginda
immobilize enzim daha yiiksek kararlilik gdstermistir. Bu sonug¢ teknigin nisasta hidrolizi

icin kullanigh oldugunu gostermistir (Storey ve ark. 1990).

Janowski ve arkadaglar1 1991 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, gdzenekli camin 3-
aminopropiltrietoksisilan ile sililasyonu ile elde edilen go6zenekli camin enzim
immobilizasyonunda kullanilabilirligini arastirmislardir. Gozenekli camin sililasyondan

Once aminosilan ile tetraetoksisilan modifikasyonu tasiyicilarin hidrolitik kararliliginin
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arttirmasina neden olmustur. Sulu ¢ozeltide modifiye edilmis ve tasiyicilara immobilize

edilmis glukoamilaz daha yiiksek aktivite géstermistir.

Szajani ve arkadaglar tarafindan 1991 yilinda yapilan bir ¢aligmada ise bir seri
degisik yapida suda ¢oziinebilir disiibstitiie karbodiimidin enzim immobilizasyonundaki
kullanilabilirligi test edilmistir. Deneylerde, destek materyali olarak karboksilik
fonksiyonel gruplar1 bulunan poliakrilamit-tipi polimer yataklar kullanilmistir. Immobilize
edilen enzimler; aminoagilaz (N-a¢ilamino asit amidohidrolaz; EC 3.5.1.14), arjinaz (L-
arginin amidinohidrolaz; EC 3.5.3.1), siklodekstrin glikotransferaz (o-1,4-glukan 4-
glikoziltransferaz, EC 3.2.1.19), glukoamilaz (1,4-a-D-glukan glikohidrolaz, EC 3.2.1.3),
ve karboksipeptidaz B (peptidil-L-lizin [L-arginin] hidrolaz; EC 3.4.17.2). Sonucta su

bulunmustur ki; immobilizasyon derecesi kullanilan karbodiimidin yapisina baghdir.

Glukoz oksidaz (GOx) ve glukoamilaz (GA) karbohidrat kisimlariyla, glutaraldehit
ile capraz baglanmis ve adipik dihidrazid ile tiirevlendirilmis polietilenimin kapanmig
magnetit lizerine immobilize ve koimmobilize edilmistir (Pieters ve Bardeletti, 1992).
Immobilizasyondan sonra kalan aktivitenin maltoz ve maltodekstrin substrat olmak iizere

GA icin sirasiyla %88 ve %70 kadar yiiksek oldugu belirlenmistir.

1992 yilinda Pieters ve arkadaslar tarafindan yapilan daha sonraki bir ¢alismada
glukoamilaz (GA) periodat ile yiikseltgenerek karbohidratlari araciligi ile glutaraldehit (M-
GAD) kullanilarak capraz baglanmis ve adipik dihidrazid (ADH) ile derive edilmis
polietilenimin kapli magnetitden yapilmis diisiik maliyetli magnetik mikrokiireciklerin
lizerine basarili bir sekilde immobilize edilmistir. Karbohidratlarnt ADH ile ¢apraz
baglamadan olusan kararlilastirma sonrasi kalan aktivite %54°ten %71’e ylikselmistir. Vm
degerleri hesaplanmis ve aktivite degerleri 50°C’de ve pH 4.5 ‘ta, substrat olarak
maltodekstrin (DE11-14) kullanilarak o6l¢iilmiistir. Bu uygulama enzim kararhiligin
kanitlamig ve deaktivasyon hiz sabitini (kd) degerinin iigte birine indirmistir. %30’luk
maltodekstrin ~ ¢ozeltisi  50°C’de  ve pH 4.5te geri donisimli, magnetik

mikropartikiillerinde immobilize GA iceren akiskan yatakli reaktorde stirekli olarak
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hidrolize edilmistir. Kiigiik partikiil boyutu (20 mikron) reaktdrde yiiksek enzim
ylklemesini saglamig ve dis basing diismesine ve buna bagli kanal problemlerinden
kacinmak amaciyla tavsiye edilen yiiksek yatak hacmine olanak vermistir. Proses kosullar
altinda 2 haftalik hidroliz sonucunda %70’lik doniisiim gozlenmistir. Bu da yiiksek
doniisiimlii suruba karsilik gelmektedir. Immobilize edilen GA baslangig aktivitesinin

yalmizca %4’ilinli kaybetmistir.

Amiloglukosidaz nonkovalent etkilesimlerle graniiler tavuk kemigi (BIOBONE)
tizerine immobilize edilmistir (Schafhauser ve Storey 1992). Amiloglukosidaz igin
hesaplanmis spesifik aktivite immobilizasyon ile 75,3 +/- 0,8’den 43,5 +/- 9,6 U/mg
proteine diismiistiir. Glikojen substrat olarak kullanilarak incelenen kemik immobilize
enzimin Km degeri 3,04 +/- 0,38 mg/mL (serbest) ‘den 9,04 +/- 1,51 mg/mL’a
(immobilize) yiikselmistir, ancak nisasta substrat olarak kullanildiginda Km degeri bir
degisim goOstermemistir. Tim substratlar i¢in enzim immobilizasyonunda Vmax
degerlerinde diislis gerceklesmis, ancak bu baslangicta kemige baglanan yilizde enzim
miktarinin biiyiikk oranda kaymasina neden olmustur. Ayni zamanda immobilizasyonun
cesitli katki maddelerinin varliginda (6rn., deterjan, KCI ve etanol) veya diisiik ya da
yiksek pH reaksiyon kosullar1 altinda  enzim kararlili§imi arttirdigi kanitlamastir.
Baglanmis amiloglukosidaz enzimi 1himli (23°C) ve yiiksek (55°C) sicakliklarda 5 defa
arka arkaya kullanildiginda yiiksek aktivitesini korumustur. Lineweaver-Burk ve Arrhenius
egrilerinden elde edilen veriler substrat ve iiriin difiizyon smirlarinin minimal oldugunu

gostermistir.

1996 yilinda Popa tarafindan yapilan bir calismada akrilik destekler iceren kiiresel
parcaciklar lizerine glukoamilaz absorpsiyon ve desorpsiyon prosesleri ¢aligilmistir. Akrilik
destek igerisindeki glukoamilaz immobilizasyon reaksiyon dinamikleri kinetik (reaksiyon
derecesi, reaksiyonun yarilanma siiresi, reaksiyonun hiz sabiti) ve termodinamik

parametreler(aktivasyon enerjisi) agisindan incelenmistir.
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Wei ve arkadaglar1 1997 yilinda yaptiklar1 bir calismada bienzim elektrotlu kapiler
alan elektroforezinde (CZE) tiiretilmemis karbohidratlarin belirlenmesinde yeni bir
yaklasim kullanmiglardir. Bienzim elektrot iki enzimin, glukoz oksidazin ve
amiloglukosidazin platin mikroelektrodun {izerine immobilizasyonu ile hazirlanmstir.
Metodun uygulanabilirligini incelemek amaciyla maltoz ve glukoz substrat olarak
kullanilmistir. Bu elektrot kullanilarak, tiiretilmemis glukoz ve maltoz ayirmadan sonra
60mM borat tamponunda (pH 9.3) CZE ile analiz edilmistir. Bir haftalik siirekli uygulama
sonucunda bienzim elektrodun maltoz veya glukoza olan tepkisinde herhangi bir bozunma

gozlenmemistir.

Novo (Copenhagen, Denmark)’dan elde edilen amiloglukosidaz gozenekli silika
partikdilleri iizerine silan-glutaraldehit kovalent metoduyla immobilize edilmistir (Zanin ve
De Moraez 1998). Serbest ve immobilize enzimin termal kararliligi 30% (w/v) a-amilaz ve
sivilagtirilmis cassava nisastasi ile pH 4.5’te, 35-75°C araliginda belirlenmistir. Serbest
amiloglukosidaz enzimi aktivitesini 240 dakika 50°C’ye kadar korumustur. Immobilize
enzim ise daha yiiksek kararlihk gostermistir ve aktivitesini ayni siirede 60°C’ye kadar
korumustur. Serbest enzimin yar1 omrii 55, 60, 65,70 ve 75°C’de sirasiyla 20.6, 6.44, 2.07,
0.69 ve 0.24 saat iken immobilize enzim i¢in ayni sicakliklarda yar1 Omiirler sirasiyla
116.4, 30.88, 8.52, 2.44 ve (.73 saattir. Termal deaktivasyon enerjisi serbest ve immobilize
enzim i¢in sirastyla 50,6 ve 57,6 kcal/mol’diir ve bu da immobilizasyon ile kararliligin

arttigint dogrular niteliktedir.

Kovaleva 2000 yilinda yaptig1 bir ¢alismada 1,4-a-glukanohidrolaz (glukoamilaz)
ile 2,1-B-D-fruktanohidrolazin (inulaz) iyonitlere kovalent immobilizasyonunun kinetik
termodinamik yOnlerini arastirmig ve immobilizasyonun, aktivasyon enerjisinde artisa
neden oldugunu bulmustur. Polisakkaritlerin hidrolizi ve entalpideki degisim dogal enzim
ile kargilagtirillmistir. Matrikse baglanma sirasinda polieptit zincir ile aktif gruplar arasinda
bircok noktadan etkilesim olmustur. Sonugta Michaelis sabiti Km artarken, maksimum

hidroliz hiz1 Vmax’da azalmstir.
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Roadze ve arkadaslarinin 2001 yilinda yaptiklar1 ¢calismada, A. awamori 466 *dan
elde edilen glukoamilaz cesitli destek materyallerine immobilize edilmistir. Enzimin
sorpsiyonunun; miktarina, destek materyalinin tipine ve immobilizasyon kosullarina bagl
oldugu belirlenmistir. Dogal ve immobilize enzimin asidik inaktivasyon kinetikleri
calisilmig ve immobilize enzimin sicaklik ve pH agisindan daha dayanikli oldugu

goriilmiistiir. Enzimin baglanma mekanizmasi ise IR spektroskopisi ile incelenmistir.

A. niger’den elde edilen ve immobilize edilen glukoamilaz enzimi maltodekstrinden
glukoz iiretmek amaciyla kullanilmistir (Tanriseven ve ark. 2002). Enzim, jelatinize misir
nisastasina enzim adsorbsiyonu ve aljinat fiber hapsetme metotlarinin birlestirilmesiyle
olusturulan yeni bir ydntemle immobilize edilmistir. immobilizasyon % 22’lik bagil
aktivite ile sonuglanmis ve enzimin aktivitede herhangi bir diisiis olmaksizin aktif kaldig1
gbzlenmistir. Optimum kosullar immobilizasyondan etkilenmemis ve serbest ve immobilize
enzim ic¢in optimum pH ve sicaklik sirasiyla 4.3 ve 60°C olarak bulunmustur.
Maltodekstrinin, serbest ve immobilize enzim ile hidrolizindeki i¢in kinetik parametreler de

hesaplanmustir.

Bir baska calismada; a-amilaz, B-amilaz ve glukoamilaz enzimlerinin biitil akrilat
ve pentaeritrit triakrilat veya etilen glikol dimetakrilat kopolimerleri iizerine
immobilizasyon etkinligi degerlendirilmistir. Ozellikle -OH, -COOH ve ~NH, fonksiyonel
gruplarini igeren kopolimerler iizerinde durulmustur. Fonksiyonel gruplar etilendiamin ile
aminoliz edilerek polimer matriksi iizerine tutturulmustur. Ayni yapiya sahip belirli destek
materyalleri, glutaraldehit, divinil siilfon veya karbodiimit ile aktive edilmistir. Arastirilan
yedi destek materyalinden, biitil akrilat ve etilen glikol dimetakrilatin kopolimerinin {i¢
amilolitik enzimin immobilizasyonu i¢in en uygun oldugu bulunmustur. Segilen
immobilize enzim uygulamalarinin aktiviteleri ile termal ve pH kararliliklar1 belirlenmistir

(Bryjak 2003).

Glukoamilaz enzimi pordz polimer destek materyali {izerine immobilize edilmistir

(Huo ve ark. 2004). immobilize edilmis glukoamilaz enziminin &zellikleri ve immobilize
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enzim aktivitesi ile por6z polimer destek materyalinin 6zellikleri arasindaki iligki
arastiritlmistir. Dogal enzimle karsilastirildiginda, immobilize glukoamilazin sicaklik profili
genislemis ve optimum pH degeri de degismistir. Immobilize glukoamilaz enziminin
optimum substrat konsantrasyonu dogal enziminkinden ytiksektir. 23 giinliik depolamadan
sonra, dogal enzim baglangic aktivitesinin yalnizca %58’ini korurken immobilize
glukoamilaz enzimi baslangi¢c aktivitesinin %84 inii korumustur. 7 kez arka arkaya

kullanildiktan sonra da immobilize enzim baslangi¢ aktivitesinin %85’ini korumustur.

A. niger’den elde edilen glukoamilaz (GA) iyonik adsorbsiyon ile polietilenimin
(PEI) ile kaplanmig DEAE-agaroz, Q1A-Sepa mikrokiireler ve Sepa mikrokiireler EC-EP3
lizerine immobilize edilmistir (Torres ve ark. 2004). Immobilizasyon kosullar1 (pH, polimer
boyutu) optimize edildikten sonra adsorbsiyon direncinin PEI-Sepa mikrokiirlerde, Q1A-
Sepa mikrokiirelerde ve DEAE- destek materyallerinde oldugundan c¢ok daha yiiksek
oldugu gorilmiistiir. Cilinkii glukoamilaz enzimini PEI-destek materyali (6rn., 1 M NacCl at
pH 5.5) lizerinden uzaklastirmak icin yliksek iyonik siddet gerekir. Termal kararlilik ve
optimal sicaklik da immobilizasyon ile artmistir. Geri kazanilmig aktivitenin, diisiik
yiiklemenin kullanildigi durumlar hari¢ kullanilan substrata bagli oldugu gorilmiistiir

(maltoz veya nigasta).

2005 yilinda Sanjay ve Sugunan tarafindan yapilan bir calismada, 4. niger ‘den elde
edilen glukoamilaz, aktif kil (montmorillonit) (K-10) {izerine adsorbsiyon ve kovalent
baglama ile immobilize edimistir. Immobilize edilen glukoamilaz enzimi XRD kullanilarak
karakterize edilmistir, yiizey alani 6l¢iimleri yapilmis ve nisasta hidrolizi i¢in immobilize
enzim aktivitesi reaktorde test edilmistir. XRD gdostermistir ki enzim, 2,25 nm’ye kadar
genigleyebilen tabakasi olan kil matriksin lamellerarast bosluklarina girer. Kovalent olarak
baglanmis glukoamilazin Michaelis sabiti (Km) serbest enzimin Km degerinden daha
kiigiiktiir. Her iki immobilize sistem de 96 saatlik siirekli islem sonrasinda baslangi¢

aktivitesinin neredeyse %100 {inii korumustur.
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Kimyasal olarak sentezlenmis polianilin, glutaraldehit (PANIG) ile aktive edilmis
ve glukoamilaz bunun iizerine immobilize edilmistir (Silva ve ark. 2005). Sicaklikla
muamele edildiginde immobilize glukoamilaz enzimi (PANIG-GA) serbest enzime gore
daha iyi sonug¢ vermistir. Immobilize ve serbest enzimin pH profili benzer 6zelliktedir.
Bununla birlikte PANIG-GA alkalin araliginda (pH 8.0 — 10.0 arasinda) daha yiiksek
kararhilik gostermistir. Nisasta icin serbest enzimin Km degeri (4,76 mgmL ™) immobilize
glukoamilaz enziminin degerinden (0,43 mgmL™') daha yiiksek iken, immobilize
glukoamilaz enzimi igin bulunan Vmax degeri (0,95umol min ') serbest enzimin
degerinden (8,58umol min') daha kiigiiktiir. ince tabaka kromatografisi (TLC) serbest ve

immobilize enzimin nisasta hidroliz iirlinleri arasinda higbir degisiklik gostermemistir.

Epoksi gruplar igeren makro gozenekli, hidrofilik ve reaktif destek materyalleri,
glisidil metakrilat (GMA) ve metakrilik asitin (MAA) siispansiyon polimerizasyonu ile
sentezlenmistir. Lineer poli( vinil asetat) (PVAc) ve toluen karisimi gbézenek olusturucu
ajanlar olarak kullanilirken, divinil benzen (DVB) capraz baglayict ajan olarak
kullanilmistir.  Sonucta elde edilen destek materyalleri glukoamilaz enziminin
immobilizasyonunda kullanilmistir (Bai ve ark. 2006). Destek materyalindeki epoksi
gruplarinin miikemmel reaktifliklerinden dolayr glukoamilaz enzimi kovalent olarak
immobilize edilmistir. Immobilize glukoamilazin geri kazanilan aktivite degeri %78 dir.
Immobilize glukoamilaz i¢in elde edilen Km degeri ise serbest enzimin Km degerinin 3 kat:
kadar, Vmax degeri ise immobilize glukoamilazda serbest enzimden biraz daha biiytiktiir.
Sonug olarak immobilize glukoamilaz kullanilarak ¢6ziinebilir nisastanin hidrolizi igin
optimum pH ve sicaklik degerleri sirasiyla 5.0-6.0 ve 55°C olarak bulunmustur. Diger
yandan, immobilize glukoamilaz enzimi miikemmel termal kararlilik, tekrar kullanim ve

asit ve bazlar i¢in dayaniklilik gostermistir.

Bu calismada, glukoamilaz ve tripsin enzimlerinin N-isopropilakrilamit ve 2-
hidroksietil metakrilat veya modifiye edilmis glisidil metakrilat termo duyarl kopolimerleri
lizerine immobilizasyonu degerlendirilmistir (Agnieszka ve ark. 2007). Metot duyarl

polimerlerin sisme Ozelliklerine dayanmaktadir. Sogutmada polimerler genisler ve ylizeye
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adsorblanan enzimi i¢ine ¢eken bir pompa gibi ¢alisir ve daha sonra enzim glutaraldehit ile
capraz baglanir bu sayede birbiri i¢ine ge¢mis polimer agi olusur. Calismada destek
materyali-enzim sisteminin 6zellikleri ve kismen de capraz baglamanin depolanma
kararliligma etkisi lizerinde odaklanilmistir. Modifiye edilmemis termo duyarli destek
materyalleri i¢in de veriler elde edilmistir ve etilendiamin ile hidrofiliklestirilmis destek
materyalleri ile karsilastirilmistir. Her iki enzim ig¢in de en yiiksek kalan immobilize enzim
aktivitesinden dolayr TH8-NH, destek materyali en uygun olandir. Her ikisinde de diisiik

molekiil agirlikli substratlar tercih edilmektedir.

Milasovic ve arkadaslar1 2007 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada bir gram makro
gbzenekli polimer iizerine 190 mg periodat oksitlenmis glukoamilaz immobilize etmeyi
basarmistir. Kovalent olarak immobilize edilmis enzim 1100U/g spesifik aktiviteye
sahiptir. Sicaklik ve pH optimumlar ile birlikte kinetik parametreler de belirlenmistir.
Immobilize edilmis enzim, derisik maltoz ve nisasta hidrolisat suruplarinin hidrolizi i¢in
farkli tipte reaktorlerde test edilmistir. Reaktordeki 4 haftalik siirekli kullanim boyunca
immobilize enzim aktivitesinde herhangi bir diisme olmaksizin 1L rekatér hacmine karst

1300 kg glukoz iiretmistir.

A. niger’den elde edilen glukoamilaz enziminin immobilizasyonu i¢in orijinal bir
metot gelistirilmistir (Tanriseven ve Olgen. 2008). Enzim, polietilen glikol ve ¢dziinebilir
jelatin varliginda poliglutaraldehit ile aktive edilmis jelatin partikiilleri iizerine immobilize
edilmistir ve islem %85 immobilizasyon verimi ile sonuglanmistir. Immobilize edilen
enzim 30 giin boyunca tamamen aktiftir. Ayrica immobilize enzim 60 ve 90 giin igerisinde
sirastyla aktivitesinin %90 ve %75 ’ini korumustur. Enzimin optimum kosullar
immobilizasyondan etkilenmemistir. Serbest ve immobilize enzim i¢in optimum pH ve
sicaklik sirasiyla 4°C ve 65°C’dir. Serbest ve immobilize glukoamilaz enzimi ile
maltodekstrinin hidrolizinin kinetik parametreleri de belirlenmistir. Serbest ve immobilize
enzimler i¢in Km degerleri sirasiyla 7,5 ve 10,1 g maltodekstrin/l ‘dir. Vmax degerleri ise
20 ve 16 pmol glukoz/ (min pl enzim) olarak hesaplanmistir. Bu yeni gelistirilen metot

basittir ama etkilidir ve diger bazi enzimler i¢in de kullanima uygundur.
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2.7. Calismada Kullanilan Substrat ve Ozellikleri

2.7.1. Nisasta

Cok sayida monosakkarit biriminin biraraya gelmesi sonucu polisakkaritler
meydana gelir. Eger birlesen birimlerin hepsi ayni ise bu bir "biyohomopolimer"dir. Farkli
birimlerin birlesmesinden ise "biyoheteropolimerler" meydana gelir.

Biyohomopolisakkaritlerin en dnemlileri nisasta ve seliilozdur.

Glikoz canlilarin 6nemli bir enerji saglama maddesi, nisasta ise enerji depolama
maddesidir. Yapist ¢ok sayida D-glukoz molekiillerinin maltozda oldugu gibi, a-1,4
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 iizere iki tliriin karistmindan olusmustur.
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 farkl fiziksel 6zellikler gostermesi

esasina dayanir. Nisastanin molekiil yapisi Sekil 2.7.1.1 ‘de gosterilmistir.
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Sekil 2.7.1.1. Nisastanin molekiil yapisi

Nisasta graniilleri amorf ve kristalin bolgelerden olusmaktadir. Nisastanin kristal
yap1 0zelligi uzun ve esnek polimer zincirinde yer alan OH gruplart arasindaki hidrojen
baglarindan kaynaklanmaktadir. Yumru ve koklerde bulunan nisastada kristalin bolge
yalnizca amilopektinden olusurken amiloz amorf bolgededir. Tahil nisastasinda ise
amilopektin yine kristalin bolgenin ana komponentidir. Amiloz ise zayif kristal yapili
lipidler ile kompleks yapilar olusturarak graniilii gliclendirmektedir. Sekil 2.7.1.2.

nisastanin organizasyonu sematik olarak gosterilmektedir.

Amilopektin, tahil nisastasinin % 70 - 80 ‘ini olusturur, molekiil agirlig1 biiytiktiir, 5
x 10° - 5 x 10° ve zincirler 250 - 5000 glikoz biriminden olusmustur. Molekiilde fazlaca o -
1,6 seklinde dallanmalar bulunur (Sekil 2.7.1.1). Yaklasik 20 - 30 glikoz birimlik araliklarla
13 - 18 birimlik dallanmalar vardir. Patates nisastasindaki amilopektin yiizdesi daha
fazladir ve molekiil agirlig1 da diger nisastalara gore daha yiiksektir. Amilopektin suda
¢oziinmez , iyot ile mavi - kirmizi bir renk verir. Sicak suda kolloidal olarak dagilir ve buna

"nisasta pigsmisi" denir. Bu olay bir hidroliz olmayip, su molekiillerinin sicakligin etkisiyle
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dallanmis olan nisasta molekiillerinin arasina girmesi ve saglam yapiy1 dagitarak bozmasi

seklindedir (Beutler 1981).

Amiloz Arnilopektin
Dng \ ‘/
ot
> 2N 43*;1\353?
\ ”
Yarl Kristalin Bilge i Amort Bilge
=
A B c D E F

Sekil 2.7.1.2. Nisastanin organizasyonu: a) Nisasta graniilii b) Nisasta graniillerinin
elektron mikroskobundaki goriintiisii ¢) Yar kristalin ve amorf bolgeler d) yart kristalin
bolge e) Amilopektin yapisinin organizasyonu f) a-1,4 bagh glukoz molekiilleri

Biitlin nigasta tiirleri asitli su ile 1sitilinca glikoza hidroliz olur. Amilaz enzimi de
nisastay1r maltoz veya glikoza kadar hidrolizler, maltoz ise "maltaz" enzimi ile glikoza
hidrolizlenir. Ayrica nisastalar karbonhidrat kaynag: olarak tiiketilir. Kivam koyulastirici
olarak yiyeceklerde kullanilir. Nigasta gidasal olmayan uygulamalarda kumaslarin
dayanikliligimmi ve kagit yiizeylerinin kalitesini arttirmakta yaygin olarak kullanilir. Sekil
2.7.1.3’de nisastadan c¢esitli iriinler elde etmede kullanilan enzimler sematik olarak

gosterilmistir.
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Sekil 2.7.1.3. Nisastadan ¢esitli iirtinler elde etmede kullanilan enzimler
2.8. Enzim Katalizinin Mekanizmasi
Enzimler, kimyasal dengeye erisilmesini hizlandirir. Bu hizlandirma, kimyasal
katalizorlerin ¢ok iistiindedir. Buna 6rnek olarak iireaz enziminin kataliz giiclinii verebiliriz:
Ureaz enzimi, iireyi asagidaki reaksiyona gore hidroliz ederek NH;" ve HCOs™ iyonlarina

doniistiirmektedir.

NH,CONH, + 2H,0 +H" — 2NH4" + HCO;5
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pH 8.0, 20°C ve su i¢inde bu reaksiyonun hiz sabiti enzim yoklugunda 3x107'° s iken,

1 'dir. Boylece iireaz enziminin bu reaksiyonu 10" kat

enzim varhgmda 3x10" s
hizlandirdig1 goriilmektedir. Benzer hesaplamalar diger enzimatik reaksiyonlar i¢in de
yapildiginda, enzimlerin reaksiyonlart 10° - 10* kat arasinda hizlandirdigi gozlenir.
Enzimlerin bu olaganiistii kataliz giiciinde baslica dort dnemli faktor rol oynar:

1- Enzim, substrat molekiiliinii baglayarak, parcalanacak bagin aktif merkezdeki
katalitik gruba ¢ok yakin durmasini ve ara iirliniin kolayca olugmasin1 saglar.

2- Baz1 enzimler, substratla dayaniksiz kovalent ara iirlinler olustururlar; bdylece
reaksiyonun kolaylasmasini saglarlar.

3- Proton verici veya proton alici olarak fonksiyon géren bazi fonksiyonel gruplar
vasitastyla bir enzim, genel bir asit veya baz katalizini ger¢eklestirebilir.

4- Enzim, substrat molekiiliindeki parcalanacak olan bagin gerilmesi veya

deformasyonunu saglayarak, bagin parcalanmasini kolaylastirir.

2.9. Enzim Aktivitesi ve Miktarinin Tayini

Bir ¢ozelti veya doku ekstrakti igindeki enzim miktari, enzimin katalitik
aktivitesinden faydalanarak bulunur. Bu is i¢in enzim hakkinda bilgiler gerekmektedir: (1)
katalizlenen reaksiyon denkleminin net stokiyometrisi, (2) enzimin kofaktér veya metal
iyonuna ihtiyacinin olup olmadigi, (3) substrat ve varsa kofaktorii icin Km degerleri, (4)
optimum pH 's1, (5) enzimin kararli ve aktivitesinin yiiksek oldugu sicaklik aralig1 ve (6)
substratin kaybolus veya iirliniin olusum hizlarinin tespit edilebildigi basit bir analitik
metot.

Enzim aktivitesi tayin edilirken optimum pH ve doygunlugun iizerindeki substrat
konsantrasyonlar1 secilir. Boylece sifirinci mertebeden bir reaksiyon olusur. Kofaktorli
enzimlerle ilgili tayinlerde, koenzim veya metal iyonlar1 konsantrasyonlar1 da doygunlugun
cok Tlzerinde alinir. Bu durumda sistemde hizi sinirlayan tek faktdor enzim
konsantrasyonudur. Yani hiz, enzim miktariyla dogru orantilidir ve ¢ozeltideki enzim
seviyesini direkt olarak verir. Uriiniin olusum hizinin dlgiilmesi genellikle substratin

harcanma hizina gore daha hassas sonuglar verir. Ciinkii tayinlerdeki substrat



58

konsantrasyonu oldukca yiiksektir ve harcanan miktar da buna oranla ¢ok diisiiktiir.
Dolayisiyla farki hassas olarak belirlemek imkansizdir. Reaksiyon tiriinleri 6zel kimyasal
veya spektroskopik metotlarla dlgiiliir. Ikincisi daha avantajlidir, ciinkii reaksiyonun
devami boyunca Ol¢iim yapabilmek ve buna paralel olarak sonuglar1 grafik iizerine

kaydetmek miimkiindiir.

Bir ¢ozelti icindeki enzim aktivitesi "enzim {initesi" (birimi) cinsinden verilir.
25°C'da ve optimal sartlarda 1 mikromol (10° mol) substrat: bir dakikada iiriine déniistiiren
enzim miktarina "1 enzim iinitesi"(EU veya U seklinde gosterilir) denilmesi genelde kabul
edilmistir. Ancak uluslararas1 6l¢gii sistemine goére zaman birimi saniye, madde miktari
birimi mol oldugundan bu sistemde enzim aktivite birimi kataldir. 1 katal enzim, belirli
sartlar altinda saniyede bir mol madde doniisiimiine sebep olur. Bazi enzimler i¢in 6zel
tinite tanimlar1 da vardir. "Spesifik aktivite" (6zgiil aktivite) terimi de 1 mg protein basina
enzim Unitesi (E.U./mg protein) olarak tarif edilir. Bu, enzim safliginin bir ol¢iisiidiir ve
enzim izolasyonu esnasindaki basamaklarda maksimum ve sabit bir degere ulasir. Boylece
enzimin saf halde elde edildigi anlasilir. Enzimlerin izolasyonu ve saflastiriimasinda,

proteinlerde uygulanan metotlar aynen gegerlidir.

2.9.1. Enzim Aktivitesi Uzerine Etki Eden Faktorler

Enzim aktivitesine, bir bagka deyimle, enzimli reaksiyon hizlarina etki eden faktorler
sOyle siralanabilir: 1- substrat konsantrasyonu, 2- enzim miktari, 3- pH, 4- sicaklik, 5-
iyonik siddet, 6- varsa kofaktdr konsantrasyonu, 7- inhibitor ve aktivatoér konsantrasyonlart.

pH ve sicaklik enzim aktivitesini etkileyen en dnemli iki etkendir.
2.9.1.1. pH'nin etkisi
Her enzim igin aktivitelerin maksimum oldugu pH degerleri vardir. Bu degerlerin

tizerinde ve altinda aktivite diiser. Bununla birlikte biitiin enzimlerin pH - aktivite egrileri

ayni sekilde degildir. pH-enzim aktivitesi iliskisinde 6nemli faktorler sunlardir:
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(1) Substratt baglamada gorev alan ve enzimin aktif bdlgesinde bulunan iyonlasabilir
gruplarin pK' s1, (2) Enzime baglanma olayinda gorev goren substrat gruplarinin pK'si, (3)
Enzim iizerindeki katalitik géreve sahip gruplarin pK'si, (4) Enzimin biyolojik olarak aktif
konformasyonunu belirleyen gruplarin pK'st. pH - aktivite egrileri, her bir pH i¢in
substratla doyurulmus enzim c¢ozeltileri ile yapilan deneyler sonucu elde edilir. Cilinkii

bircok enzimin Km sabiti pH ile degisir.

2.9.1.2. Sicakhgin Etkisi

Biitiin kimyasal reaksiyonlarin hizi sicaklikla artar. Enzimli reaksiyonlar bu genel
kuraldan farkli bir davranig gostermez. Artan sicaklikla enzimatik reaksiyon hizi artar,
fakat, 50-60°C iizerine ¢ikildiginda aktivitede diisiis gozlenir. Bu durum yiiksek sicaklikla
enzim yapisinda meydana gelen denatiirasyondan kaynaklanir. Bir enzim i¢in, 10°C” lik
sicaklik degisiminin meydana getirdigi aktivite farkliligit Q10 degeriyle ifade edilir. Soyle
ki; mesela 20°C ve 30°C sicakliklarda belirli miktarda enzim igin 6lgiilen aktivitelerden
yiiksek olaninin, diigiik olana boliinmesiyle elde edilen say1 o enzim ig¢in Q10 degerini
olusturur. Biitlin enzimler i¢in Q10 degeri 1,7 ile 2,5 arasinda degisir. Bundan dolayi,
belirli sicaklikta gergeklestirilen laboratuar dlgiimlerinde 0,1°C ’lik hassasiyetin korunmasi

gerekir.

Sicaklik bir in vivo aktivite diizenleme araci degildir. Ciinkii, canlilar sicakligin

nispeten sabit oldugu izotermal sistemlerdir.

2.10. Enzim Kinetigi

1913 yilinda Leonor Michaelis ve Maud Menten, enzimli reaksiyonlarin ilk
basamaginda bir ES olugmasindan ve enzimlerin doygunluk 6zelliginden yola ¢ikarak,
Sekil 2.10.1°deki egriyi verecek bir model gelistirdiler. Bu model bir¢cok enzimin kinetik

0zelligini aciklamada basarili olmustur.
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Vmax

- 1/2 Vmax

Sekil 2.10.1. Enzimatik olarak katalizlenen bir reaksiyonun hizina substrat
konsantrasyonunun etkisi.

Michaelis ve Menten, enzimli bir reaksiyonu,
kq ks
E+ S < > ES »E + P
ks

denklemleriyle gosterdiler. Buna gore; E enzimi ve S substrati k; hiz sabiti ile ES enzim-
substrat kompleksini olugturmaktadir. ES kompleksinin iki yolu vardir: Ya k; hiz sabiti ile
tekrar E ve S 'ye ayrisacak veya ks hiz sabiti ile {iriine (P) doniistiirilecektir. Burada {iriiniin
tekrar ES kompleksine doniisemiyecegi farz edilmektedir. Uriin konsantrasyonun ihmal
edilebilecek seviyede oldugu baslangic durumunda, bu varsayim tamamen dogrudur.

Yukaridaki reaksiyonda {iriiniin olusum hizi

v = dlp] k, [ES] 2.10.1
dt

esitligi ile verilir. Burada ES terimini enzim ve substrat konsantrasyonlar1 gibi bilinen

degerler cinsinden gostermemiz gerekmektedir. ES 'nin olugsma ve pargalanma hizlarin
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d[fts] = k, [E][S] 2.10.2
_dcgfs] = &, [ES] + & [ES] 2.103

denklemleri vermektedir. ES kompleksi konsantrasyonunun reaksiyon boyunca nisbeten
sabit kaldigi, yapilan spektroskopik ¢aligmalarda bulunmustur. Bu da ES kompleksi olugsma

hizinin pargalanma hizina esit olmasiyla miimkiindiir. Boylece

~d[ES] _ d[ES]
dt dt
esitliginden,
k [E][S] = (k, + k,) [ES] 2.10.4

esitligi ¢ikar. 2.10.4 'ten [ES ]‘yi cekip bir diizenleme yaparsak

[ES] = % 2.10.5

bulunur. 2.10.5 esitligindeki sabitleri tek bir terimde toplamak igin, K, =(k, + k,)/k,

yazariz. Burada Km 'ye Michaelis sabiti ad1 verilir. Bu sabit yerine konuldugunda

[ES] = [K— 2.10.6
cikar.

2.10.6 esitliginde pay'da bulunan [E] ve [S ] terimlerini inceleyelim: Burada

herhangi bir andaki S konsantrasyonunu baslangictaki ile ayni alabiliriz. Ciinkii enzim

konsantrasyonu substrat konsantrasyonundan pek ¢ok defa kiiciik oldugundan reaksiyon
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boyunca S konsantrasyonunun degismedigini kabul edebiliriz. Fakat serbest haldeki enzim
konsantrasyonu ([E]), toplam enzim konsantrasyonu ([ET ]) ile [ES] arasindaki farka

esittir. Yani,
[E] = [E,] - [ES] 2.10.7

Bu ifadeyi 2.10.6 esitliginde [E ] 'nin yerine koyarsak

(5] = (B 1= [ES]is]

Km

2.10.8

elde edilir. 2.10.8 denklemini [ES ] icin ¢ozdiigiimiizde

55]= 5] ok 2109

m

esitligi cikar. v = k, [ES ] denkleminde [ES ] yerine 2.10.9 denkleminin sag tarafi konursa,

v=k3[ET][S][+L]K 2.10.10

m

elde edilir. [ET ] = [ES ] doygunluk halinde reaksiyon maksimum hizla yiiriir. Oyle ise,

V. =k|ET] 2.10.11
olacaktir. 2.10.11'1 2.10.10'da yerine koydugumuz zaman

Vs S5]

max

v=[S] K 2.10.12
+ m

esitligi elde edilir. Bu esitlige Michealis-Menten denklemi adi verilir ve Sekil 2.10.1' deki
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egrinin kinetik ozelliklerini ifade eder. Diisiik substrat konsantrasyonlarinda K, » [S]

olacagindan, [S] ihmal edilir ve

v:V“‘L[S] 2.10.13
K

dogru denklemi elde edilir. Sekil 2.10.1 ‘deki egrinin baslangic kismi, 2.10.13

denklemindeki v—[S ] iligkisini gdstermektedir. [S ] » K _ oldugu yiiksek substrat

m

konsantrasyonunda 2.10.12 esitligindeki Km ithmal edilir ve v=7V__ olur. Burada biitiin

max

enzim substratla doymus ve artan [S ] ile hiz degismeyen bir sabit maksimum hiza

ulagmustir.

Simdi 6zel bir durumu ele alalim: Hizin V__ /2 oldugu durumda, degerleri

Michaelis-Menten esitliginde yerine koyarsak,

Vmax — Vmax [S] 2 10 14
2 K, +|[S] o

[S ] = K, sonucunu elde ederiz. Buradan K, sabitinin tanimini, "maksimum hizin yarisina

m

erisildigi substrat konsantrasyonu" olarak ¢ikarabiliriz. Birimi de mol/L'dir.

Michaelis-Menten denklemi, enzimatik etkinin kantitatif incelenmesinde, biitiin
enzimler i¢in temel bir ifadedir. Fakat birgok enzim, bu esitligi ¢ikartirken kabul ettigimiz
bazi ideal sartlara uymayabilir. Mesela, birden fazla enzim-substrat kompleksinden sonra

iiriin olusabilir. Yani,

E+S — » BS - PEZ » EP — E+P

«

A
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basamaklar1 sonucunda katalizleme meydana gelir. Bundan bagka bazi reaksiyonlarda iki
veya daha c¢ok sayida substrat olabilir. Bdyle bir durumda ES;, ES, ve ES;S, gibi {i¢ ayr
enzim-substrat kompleksi olusabilir. Bu tip enzim reaksiyonlarinin kinetik analizi ¢ok
karmasiktir ve c¢ozliimleri bilgisayarlar araciligiyla yapilir. Bununla birlikte biitiin

enzimlerin kinetiginin analizinde baglangi¢cta Michaelis-Menten esitliginden faydalanilir.
2.10.1. Km ve Vmax Degerlerinin Onemi

Enzimlerin Km degerleri ¢ok farklilik gosterir. Bircok enzim icin bu deger 107" ile
10° M arasindadir. Km degeri enzim konsantrasyonuna bagh degildir. Substratin yapusi,
pH, sicaklik ve iyonik siddetle degisebilir. Birden fazla substrata sahip enzimlerde, her
substrat i¢in ayr1 bir Km degeri vardir.

Km degerinin iki anlami vardir. Birincisi Km, enzimin aktif bdlgelerinin yarisinin
doldugu substrat konsantrasyonudur. ikincisi, Km degerinin
k; ks
E+S 4 » ES » E+ P
ko

denklemiyle gosterilen katalizleme mekanizmasi basamaklarinin hiz sabitleriyle iliskisi

vardir. Yukarida K, =k, + k; / k, esitligini gostermistik.

Simdi k; 'nin ks 'ten ¢ok biiyiikk oldugu bir durumu ele alalim. Bu ES 'nin E ve S
vermek lizere ayrigmasinin, lirlinlin olusmasindan daha hizli oldugu bir haldir. Bu durumda

(k» k3 iken)

m

K, =%
k

—_

olur.

ko

v

ES E + S

A
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ki

denklemine gére ES'nin ayrigma sabiti,

[£]s]_ &,
Ko =] &

seklinde ifade edilir. Yani k, » ks oldugu zaman, Km ES 'nin ayrisma sabitine esittir. Bu
durumda Km, ES kompleksinin bir saglamlik olcuisiidiir. Yiiksek Km zayif baglanmayzi,
diisiik bir Km kuvvetli baglanmay: ifade eder. Sonug¢ olarak Km, k; » ks iken, enzimin

substrata olan ilgisinin derecesini gosterir.

Enzimlerin Vmax degerleri de birbirlerinden ¢ok farklidir. Ayn1 zamanda substratin

yapisi, pH, sicaklik ve iyonik siddetle de degisirler.

Vmax enzimin katalitik aktivitesinin bir ifadesidir. Clinki, V_ =k, [E T] ile verilen

maksimum hiza belirli konsantrasyondaki enzimin substratiyla doygunluk durumunda
erisilir. Doygunlugun ¢ok {izerindeki substrat konsantrasyonlarinda hiz, enzim miktariyla
dogru orantilidir. Yani, enzim miktarini iki misline ¢ikardigimiz zaman hiz da iki misline
¢ikar. Vmax teriminin birimini "lirline ¢evrilen substratin mol sayisi / birim zaman" ve Er
'nin birimini de "mol enzim" alirsak (substrat ve enzim ayni ¢Ozelti hacmi i¢inde
oldugundan konsantrasyonlardaki hacim birimleri birbirini gotiiriir), k3 hiz sabitinin birimi
de "lirline ¢evrilen substrat mol sayis1 / mol enzim x birim zaman" olacaktir. Buradan
"birim zamanda bir mol enzim tarafindan iiriine doniistiirilen substratin mol sayis1" olarak

tarif edilen "turnover sayisi"nin k3 hiz sabitine esit oldugunu buluruz.
2.10.2. Vmax ve Km Degerlerinin Grafikle Tayini

Bir enzimin kinetik o6zellikleri hakkinda en faydali bilgiler, Michaelis-Menten

esitliginde yer alan enzimin substrata ilgisini ifade eden Km sabiti ve enzimin katalitik
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aktivitesini gosteren Vmax degerlerinden elde edilir. Bu iki deger deneysel olarak bulunur.
Degisik substrat konsantrasyonlarinda hizlar tayin edilir. Bulunan degerler ya 2.10.12
denklemindeki yerlerine konularak veya Sekil 2.10.1 'deki egri ¢izilerek Km ve Vmax
belirlenir. Fakat, bazen bu deneylerden elde edilen "v" degerleri yanlis olabilir. Bu Sekil
2.10.1 'deki egri lizerinde pek fark edilmez. Dolayisiyla bu egriden ekstrapolasyonla
sagliklt Vmax ve Km degerleri elde edilemez. Ayn1 zamanda her enzimin doygun oldugu
substrat konsantrasyonu hazirlanamayabilir. Bu yiizden Sekil 2.10.1 'deki egrinin her

noktas1 deneysel yoldan bulunamaz. Bunun sonucu olarak da Vmax ve Km tespit edilemez.

Yukarida saydigimiz sebeplerden dolayr Michaelis-Menten esitligini bir dogru

denklemine doniistirmek lazimdir. Bunu, esitligin her iki tarafim1 ters cevirerek

gergeklestirebiliriz.
1_K,+[s]
v VoulS]
esitliginden;
1 K, 1 1
p— Pype— +
LA ]

ifadesi cikartilabilir. Bu y =mx+n dogru denklemine benzemektedir. Dogrunun ¢izildigi

grafikte x = 1/[5], y=1/v,egim m=K, /V,_, vey ekseninin kesildigi nokta 1/V__ olur.

X max

Yukaridaki ifadenin ¢izimi Sekil 2.10.2 'te gosterilmektedir. Bu ¢izime "Lineweaver-Burk

grafigi" adi verilir.
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Egim= Km/Vmax

1/Vmax

-1/Km

Sekil 2.10.2 Lineweaver-Burk grafigi

Dogru x-eksenini kesecek sekilde uzatildiginda kesme noktasi -1/Km 'yi verir.
Gortildigl gibi bu grafikten faydalanarak Vmax ve Km degerleri bulunabilir. Deneylerde
ortaya ¢ikan yanlis sonuglar da, dogru iizerinde biiylik sapmalar halinde, kolayca fark

edilebilir.

Her ne kadar bu cizim sekli pek sik kullanilirsa da, pek hassas degildir. Clinkii
grafik lizerinde diisiik substrat konsantrasyonlar1 ve onlara karsilik gelen hiz degerleri daha
cok yer almaktadir. Genellikle diisiik substrat konsantrasyonlarinda elde edilen sonuglar
daha az sagliklidir. Bu aksakliklar1 ortadan kaldirmak i¢in Lineweaver-Burk denkleminin

her iki tarafinin Vmax X v ile ¢carpilmasi ve gerekli diizenlemelerin yapilmasiyla

1%

[s]

v = _Km ' + Vmax

dogru denklemi elde edilmistir. v, v/[S] 've karsi cizildigi zaman Sekil 2.10.3 'deki
dogrusal grafik bulunur. Bu grafige Eadie-Hofstee grafigi adi verilir. Sekilden goriildiigii
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gibi bu ¢izimden Km ve Vmax kolayca bulunabilmektedir. Ayn1 zamanda Lineweaver-
Burk grafiginde gii¢ fark edilebilen dogrusal sapmalar burada rahatlikla

gbzlenebilmektedir.

VIS

Sekil 2.10.3 Eadie-Hofstee grafigi

2.11. Calismada Kullanilan Destek Materyali ve Ozellikleri

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak olan destek materyalinin 6énemi biiyiiktiir.
[sabetli olarak secilen bir destek materyali, {izerine immobilize edilen enzimin aktifligini
korumasini saglar ve islemsel kararlilhigini artirir. Tyi bir destek materyali biiyiik yiizeysel
alan, gecirgenlik, hidrofilik karakter, ¢6zlinmezlik, kimyasal, mekanik ve termal kararhlik,
yiiksek tutuculuk, uygun big¢im ve parga biiyiikliigli, mikrobiyolojik saldirilara kars1 direng

gibi 6zelliklere sahip olmalidir.

Destek materyalleri organik ve inorganik olarak siniflandirilabilir. Organik destekler

dogal polimerler, proteinler, aktif karbon ve sentetik polimerler olmak {iizere
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siniflandirilabilir. Organik desteklere oldukca fazla sayida ve cgesitli fonksiyonel gruplar
katilabildigi i¢in ticari olarak kullanilan pek ¢ok immobilize enzim sistemi bu desteklerle
hazirlanir. Yaygin olarak kullanilan polisakkarit desteklerinden olan yosunlar ve seliilozlar
enzimleri baglama (agaroz, dekstran, seliiloz tiirevleri) ve hapsetme (aljinat, karregenan)
amaciyla kullanilirlar. Enzimlerin immobilizasyonunda kullanilan polisakkarit tiirevlerinin
en biiylik avantaji hidroksil gruplarina sahip olmasidir. Polisakkarit desteklerde hidroksil
gruplart enzimlerin elektrofilik gruplar ile etkileserek enzim immobilizasyonunu saglar.
Bununla birlikte polisakkarit desteklerin niikleofilik 6zelliklerinin zayif olmasi nedeni ile

aktivasyonu alifatik veya aromatik, karboksil veya tiyol gruplari ilavesi ile saglanir.

Sentetik  polimerler fiziksel ve kimyasal oOzeliklerinden dolayr enzim
immobilizasyonunda destek materyali olarak c¢ok kullanilirlar. Sentetik polimerler
mikroorganizmalarin saldirilarina kars1 direnglidirler ve safliklarini korurlar. Yaygin olarak
kullanilan sentetik tasiyicilar polistiren, vinil ve allil polimerler, poliamitler, poliakrilatlar,

polimetakrilatlar, ve bunlarin tiirevleridir.

Bu caligmada, etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) ile 1-vinil-1,2,4-triazoliin
(VTAZ) kopolimerizasyonu ile elde edilmis olan poli(EGDMA-VTAZ) polimeri iizerine
Cu(II) iyonlar1 adsorbe edildikten sonra kullanilmistir (Uzun ve ark. 2006).

Capraz bagl poliEGDMA-VTAZ) mikrokiireleri hidrofilik polimer aglaridir ve {i¢
boyutlu yapilarin1 koruyarak, ¢oziinmeden, yiliksek miktarda su emme kapasitesine
sahiplerdir. Siispansiyon polimerizasyonu sonucunda da boyutlar1 150-200 mm arasinda
degisen kiiresel poli(EGDMA-VTAZ) mikrokiireleri olusur. Civa porozimetresi verilerine
gore mikrokiirelerin ortalama gozenek boyutu 740 nm’dir. Bu da mikrokiirelerin birgok
makro gbézenege sahip oldugunu gosterir. Polimer mikrokiirelerin ylizey morfolojileri ve
yapilart taramali elektron mikroskobu ile incelenmis ve sekil-2.11.2°deki gibi
goriintiilenmistir. Polimerik mikrokiireler piiriizli bir yiizeye sahiptirler. Yiizeyin
puriizliligii ylizey alaninin artmasina neden olmaktadir. Poli(EGDMA-VTAZ)

mikrokiirelerinin spesifik yiizey alam 65,8 m*/g, sisme orani ise 84% ‘tiir. Su molekiilleri
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polimer zincirine daha kolay girerler ve sulu ortamda polimerin su ¢ekme oraninda artig
meydana gelir. Yiksek oranda c¢apraz bagli yapilarindan dolayr mikrokiireler saglam

yapidadir ve bu nedenle kolon uygulamalar1 i¢in de uygundur.

H

‘TH_-‘-
[ 1 [
=2:CH (M P
0 3 0
P -~

B .

M N

+C
0] Iy
O O
CH - TH+ -
CH;

EGDMA 1wvingd 1,2 4-tdazale EGDMA 1-virg] 12 A-triamle

Sekil 2.11.1. Poli(EGDMA-VTAZ) polimerinin sentez reaksiyonu

KAYNAK: UZUN, L., KARA, A., TUZMEN, N., KARABAKAN, A., BESIRLI, N,
DENIZLI, A. 2006. Synthesis and characterization of poly(ethylene glycol
dimethacrylate—1-vinyl-1,2,4-triazole) copolymer beads for heavy-metal removal. Journal
of Applied Polymer Science, vol. 102., p. 42764283
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P Brm KIRIKIEBLE

(b)

Sekil 2.11.2. Poli(EGDMA-VTAZ) mikrokiirelerinin SEM mikrografi (a) Poli(EGDMA-
VTAZ) mikrokiirelerin ylizey goriintiisii; (b) Poli(EGDMA-VTAZ) mikrokiirelerin kesit
goruntusu.

Poli (EGDMA-VTAZ) polimerinin yapisindaki 1-vinil-1,2,4-triazol (VTAZ) ligandi
azot atomundaki ortaklanmamis elektron ¢iftleri nedeniyle Cu(Il) iyonu i¢in ¢ok uygun bir
lewis bazidir. Bu 6zellikten yararlanarak poli (EGDMA-VTAZ) polimeri iizerine Cu'
iyonlar1 tutturulmustur. Diger yandan da glukoamilaz enzimi yapisinda fazla miktarda azot
uclu amino asit icermekte ve bu uglarda Cu™ iyonu i¢in iyi bir ligand konumundadir. Tiim
bu oOzelliklerden yararlanarak poli (EGDMA-VTAZ)-Cu+2 matriksi  hazirlanmas,
glukoamilaz enzimi bu matriks iizerine immobilize edilmeye c¢alisilmistir. Bu yaklagim
enzim tasiyici destek materyallerinin hazirlanmasinda klasik immobilizasyon yontemlerine
{istiinliik saglamaktadir. Immobilize metal-afinite tasiyicinin hazirlanmasinda pahali, zaman
alict ve kritik agama selat olusturucu ligandin adsorbsiyon matriksine baglanmasidir. Ancak
calismamizda kullandigimiz poli (EGDMA-VTAZ) polimerinde yer alan VTAZ monomeri
melat-gelat olusturucu ligand olarak gorev yapmis ve polimerik destek materyalinde
herhangi bir modifikasyona gerek kalmaksizin Cu™ iyonlar direkt olarak mikrokiireler

lizerine adsorbe edilmistir.



72

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Cahismada Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltiler

3.1.1. Kimyasallar

Fluka (10115) ; Aspergillus niger ‘den saflastirilmig glukoamilaz (EC 3.2.1.3)
Merck 101253 ; Coziiniir nisasta (ekstra saf)
Sigma F 9252 ; (2 N) Follin- Ciocalteu’s Fenol Reagent (fosfomolibdik and

fosfotungstik asid)

Merck 159297; Na,COs

Merck 106462; NaOH

Merck 102780; CuSO4.5H,0

Merck 108085; C4H4KNaOg4H,O

Merck 100314; Der HCI, %37 , d=1,19 g/mL, M=36,46g/mol
Merck 106579; Na,HPO,4.12H,O

Merck 106580; NaH,PO4.2H,O

Sigma A 6283; CH3COOH , %100, d=1,19 g/mL, M=60,05 g/mol
Sigma S 9513; CH3COONa.3 H,O

- Across 156441000 ;C;H4N,0O7 (Dinitrosalisilik asit)
- Sigma S 4672 ; Na,SO;
- Sigma P 1037 ; C¢HsOH

3.1.2. Cozeltiler

3.1.2.1. Tampon Cozelti Hazirlamada Kullanilan Cozeltiler

a) I M sodyum hidrojen fosfat stok ¢ozeltisi : 358,14 g Na,HPO4.12H,O suda

coziilerek saf su ile hacmi 1 L ‘ye tamamlanmistir.

b) I M sodyum dihidrojen fosfat stok ¢ozeltisi : 156,01 g NaH,P04.2H,0 suda

¢oziilerek saf su ile hacmi 1 L ‘ye tamamlanmustir.
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0,1 M derisiminde Na,HPO, / NaH,PO4 tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasinda Ek-1
‘de verilen ¢izelgeden yararlanildi. Ornegin pH = 6.5 olan 0,1 M fosfat tamponunun
hazirlanmasi i¢in 30,4 mL 1 M sodyum hidrojen fosfat ¢ozeltisi ile 69,6 mL 1 M sodyum
dihidrojen fosfat ¢ozeltisi karistirilarak elde edilen stok ¢ozelti saf su ile 1L ‘ye seyreltildi.

¢) IM asetik asit stok ¢ozeltisi: 57,2 mL %100 (w/w) , d=1,19 g/mL. CH3;COOH

saf suile 1 L ‘ye tamamlanmistir.

0,1M derisiminde pH=3 ile 6 arasinda CH;COONa / CH;COOH tampon ¢ozeltilerin
hazirlanabilmesi i¢in Ek-2 ‘de verilen ¢izelgeden yararlamldi. Ornegin pH = 4,5 olan 0,1M
asetat tamponunun hazirlanmasi i¢in 64,5 mL 1 M asetik asit ¢ozeltisi ile 4,830 g sodyum

asetat karistirilarak elde edilen ¢ozelti saf su ile 1L ‘ye seyreltildi.

3.1.2.2. Immobilizasyonda Kullanilan Cézeltiler

a) Glukoamilaz (enzim) ¢ozeltisi: Istenilen derisimdeki enzim ¢ozeltisi, 0,0001 g
hassasiyetindeki terazi ile glukoamilaz enziminin istenilen pH ve hacimdeki fosfat yada
asetat tamponu igerisinde c¢Oziilmesiyle hazirlandi. Cozelti kullanilmadigi zaman

buzdolabinda (4°C ) saklandi.

3.1.2.3. Glukoamilaz Enziminin Aktivite Ol¢iimiinde Kullamlan Céozeltiler

a) Dinitrosalisilik asit (DNS) reagenti: 2,5 g DNS 70-80 mL saf suda tamamen
¢oziiliir. Uzerine 2,5 g NaOH yavas yavas ilave edilir. Ardindan ¢dzeltiye 0,125 g sodyum
stlfit ve 0,5 g fenol eklenir. Tamamen ¢ozlinme gergeklestikten sonra ¢ozelti 250 mL ‘ye

tamamlanir.

b) 0,I1M NaOH : 0,4 g NaOH tartilarak bir miktar suda ¢oziildiikten sonra saf su ile

100 mL’ye tamamlanmustir.
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¢) % 1,5 (w/v) nisasta ¢ozeltisi : 1,5 g ¢ozlniir nisasta (Merck) bir miktar sicak saf
su icerisinde ¢oziilerek saf su ile 100 mL ‘ye tamamlanmistir. Bu ¢6zelti her kullanimdan

once taze olarak hazirlanmistir.

d) % 40 (w/v) Na-K Tartarat ¢éozeltisi : 40 g Na-K Tartarat tarilarak bir miktar saf

suda ¢oziildiikten sonra 100 mL’ye tamamlanmustir.

3.1.2.4. Protein Tayininde Kullanilan Cozeltiler

a) 0,1 N NaOH c¢ozeltisi: 4 g NaOH suda coziilerek saf su ile hacmi 1 L ‘ye

tamamlanmuistir.

b) % 2 (w/v) sodyum karbonat ¢ozeltisi (Lowry A) : 20 g Na,CO; katisi 0,1 N
NaOH c¢ozeltisi kullanilarak ¢6ziilmiis ve yine 0,1 N NaOH c¢ozeltisi ile hacmi 1 L ‘ye

tamamlanmuistir.

¢) % 1 (w/v) bakar siilfat ¢ozeltisi (Lowry B;) : 1 g CuSO4.5H,0 suda ¢oziilerek saf

su ile hacmi 100 mL ‘ye tamamlanmustir.

d) % 2 sodyum-potasyum tartarat ¢ozeltisi (Lowry By) : 2 g Na-K tartarat suda

coziilerek saf su ile hacmi 100 mL ‘ye tamamlanmustir.

e) Alkali bakir ¢ézeltisi : Kullanimdan hemen 6nce 24,5 mL Lowry A , 250 pL
Lowry B; ve 250 pL Lowry B, ¢ozeltilerinin karistirilmasi ile hazirlanmistir. Hazirlanan bu

¢oOzeltinin 1 saat icerisinde kullanilmas1 gerekmektedir.

f) IN Follin-Ciocalteu’s Fenol (fosfomolibdik ve fosfotungstik asit) ¢ozeltisi: Bu
cozelti 2 N stoklar halinde satilir. Kullanimdan hemen 6nce ¢6zelti 1:1 oraninda saf su ile

seyreltilmigtir.
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3.2. Metodlar

3.2.1. Poli(EGDMA-VTAZ) Mikrokiirelerin Sentezi

Poli(EGDMA-VTAZ) mikrokiireler silispansiyon polimerizasyonu teknigi ile
hazirlanmistir. Reaksiyonda baglatici olarak AIBN (bisazoizobutironitril), stabilizator
olarak poli(vinil alkol), gozenek yapici (diluent) olarak ise toluen kullanilmistir. 200 mg
poli(vinil alkol) 50 mL saf su igerisine ilave edilmis ve ardindan dispersiyon fazinin
hazirlanmast i¢in EGDMA (6 mL;32 mmol) ve toluen (4mL) ayr1 bir yerde oda
sicakliginda 15 dakika karigtirllmistir. VTAZ (3mL;35mmol) ve AIBN (100 mg) hazirlanan
dispersiyon fazinin (organik faz) igerisine ilave edilmistir. Daha sonra organik faz ilk
olarak hazirlanan sulu faza ilave edilmis ve polimerizasyon reaktoriinde 400 rpm hizda
manyetik olarak karistirilmustir. Reaktr 4 saat siire ile polimerizasyon sicaklig1 olan 70 °C*
ye 1sitilmis ve ardindan sicaklik 80 °C’ ye vyiikseltilerek 2 saat siire ile 600 rpm hizda
karistirllarak  polimerizasyon gergeklestirilmistir. Olusan mikrokiireler, reaksiyona
girmeden kalan monomer ve gozenek yapicinin (toluen) uzaklastirilmasi i¢in asiri miktarda

etanol ve su ile yikanmis ve saf su icerisinde 4°C’de depolanmustir.

3.2.2. Cu*" iyonlarinin selatlanmasi

Cu®" iyonlarinin poliEGDMA-VTAZ) mikrokiireleri iizerine selatlanmasi soyle
gerceklesir: Mikrokiirelerin 1.0 grami, 50 ppm Cu”" iyonu igeren 50 mL, pH 5.0 (asitligi
HCI ve NaOH ile ayarlanmis) sulu ¢ozelti ile karistirilir ki bu pH degeri oda sicakliginda
selat olusumu igin Cu”" iyonlar igin optimum degerdir. Balon manyetik karistiricida 100
rpm hizla 1 saat siireyle dengeye gelinceye dek karigtirilir. Ayrica metal-selatlanmig

mikrokiireler 4°C’de 10 mM Tris-HCI tamponunda (pH 7.4) saklanmistir.
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3.2.3. Glukomilaz Adsorpsiyon Calismalari

Cu? iyonlar1 ile selatlastirilmis poli(EGDMA-VTAZ) mikrokiireleri iizerine
glukomilaz adsorbsiyonu ¢esitli pH degerlerinde, asetat tamponu (0,1 M, pH 3.0-5.5) ve
fosfat tamponu kullanilarak (0.1 M, pH 6.0-8.0) gerceklestirildi. Glukoamilaz enziminin
baslangi¢ konsantrasyonu 1.0 mg/mL *dir. Adsorbsiyon deneyleri 25°C ’de 4 saat boyunca
siirekli olarak karistirilarak gerceklestirildi. Bu islemin sonunda enzim adsorblanmis
mikrokiireler enzim ¢ozeltisinden uzaklastirildi ve tamponla 3 defa yikandi. Mikrokiireler
kullanilincaya kadar 4°C’de taze tampon ¢Ozeltisinde saklandi. Cozeltideki protein
miktarini belirlemek icin Lowry metodu kullanildi ve adsorblanmis glukoamilaz enzim

miktar1 Esitlik 3.2.3.1 kullanilarak hesaplandi
o=[c,-cp)m 3.23.1

Burada, Q birim kiitlede mikrokiire {izerine adsorblanmis glukoamilaz enzim miktaridir
(mg/g); Co ve C, baslangic c¢ozeltisindeki ve sulu c¢ozeltideki glukoamilaz
konsantrasyonudur (mg/mL); V, sulu fazin hacmidir (mL); ve m de kullanilan
mikrokiirelerin kiitlesidir (g). Poli(EGDMA-VTAZ)-Cu*" mikrokiirelerinin adsobsiyon
kapasitesini belirlemek amaciyla ortamdaki glukoamilaz enzimi konsantrasyonu pH 6.5 ‘te

0.5-2.5 mg/mL degerleri arasinda degistirildi
3.2.4. Protein Tayini

Calismamizda protein tayini i¢in Lowry metodu kullanilmistir (Lowry ve ark.
1951). Protein miktar1 belirlenirken enzim ¢ozeltisi lizerine 1 mL alkali bakir ¢ozeltisi ilave
edilerek oda sicakliginda 10 dakika bekletilmistir. Ardindan bu 6rnek {lizerine 100 uL 1 N
Follin-Ciocalteu’s Fenol (fosfomolibdik ve fosfotungstik asit) ¢ozeltisi eklenerek yine oda
sicakliginda 30 dakika bekleme islemi gerceklestirilmistir. Spektrofotometrik dlgtimler i¢in

gerekli blank ¢ozelti ise protein 6rnegi yerine tampon ¢ozelti kullanilarak hazirlanmistir.
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Hazirlanan 6rneklerin absorbans degerleri 750 nm dalga boyunda Shimadzu marka UV-

1700 spektrofotometre kullanilarak l¢iilmiistir.

3.2.5. Protein ve Glukoz Kalibrasyon Grafiginin Hazirlanmasi

Protein kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi i¢in konsantrasyonu 0.1 ile 0.6 mg/mL
arasinda degisen glukoamilaz ¢ozeltileri hazirlanmis ve Lowry metodu kullanilarak protein

miktarlart belirlenmistir.

Glukoz kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi i¢in de konsantrasyonu 0.1 ile 0.3
mg/mL arasinda degisen glukoz ¢ozeltileri hazirlanmis ve glukoz miktar1 DNS metodu ile

belirlenerek grafige gecirilmistir.

3.2.6. Serbest ve Immobilize Glukoamilaz Icin Enzim Aktivitesinin

Belirlenmesi

Serbest ve immobilize glukoamilaz enziminin aktivitesi, 0.5 mL seyreltilmis serbest
enzim veya immobilize glukoamilaz enzimini i¢eren 0.5 mL asetat tamponu (0.1 M, pH
4.5) kullanilarak belirlendi. 1.5% (w/v) ¢oziinebilir nisasta suda jelatinize edilerek (15 dk,
100°C, siirekli karistirma) hazirlandi ve bu ¢Ozeltiden 0.5 mL alinarak baslangigta
hazirlanmis olan enzim c¢ozeltisi lizerine ilave edildi. Reaksiyon 60°C’de 15 dakikalik
inkiibasyondan sonra SmL NaOH ¢ozeltisi (0.1 M) eklenerek durduruldu. Immobilize
enzim i¢in reaksiyonun durdurulmasi ise mikrokiirelerin basit¢e reaksiyon ortamindan
ayrilmas1 ile gerceklestirldi. Reaksiyon ortamindaki glukoz igerigi dinitrosalisilik asit
(DNS) metodu ile belirlendi (Miller 1959). Reaksiyon durdurulduktan sonra ortama DNS
reagenti eklenerek karisim 90 °C ‘da 5 dakika bekletildi ve ardindan sogutularak iizerine
%40 ‘lik Na-K tartarat ¢ozeltisi eklendi. Olusan rengin siddeti 540 nm’de Olgiildii. Tim
aktivite Olgtimleri 3 defa tekrarlandi. Glukoamilaz enzimi i¢in birim aktiflik, pH 4.5’ te
60°C’de 1 dakikada ¢6ziinebilir nisastadan 1.0 pumol glukoz agiga gikarabilen enzim miktari

olarak tanimlanmustir.
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3.2.7. Serbest ve immobilize Glukoamilaz Enzim Aktivitesi Uzerine pH ve

Sicaklik Etkisinin incelenmesi

Serbest ve immobilize glukoamilaz enzimi i¢in optimum pH ve reaksiyon sicakligi
belirlenirken genis bir pH (pH 3.0 - 5.5 aralifinda 0,1M sodyum asetat tamponu, pH 6.0-
8.0 araliginda 0.1M fosfat tamponu) ve sicaklik araliginda (25-80°C) serbest ve immobilize
enzimin nisasta ile Boliim 3.2.6 ’da anlatildig1 sekilde inkiibe edilmesiyle aktivite tayini

yapild.

3.2.8. Tekrar Kullanim

immobilize enzimi igeren Poli(EGDMA-VTAZ)-Cu®" mikrokiirelerinin tekrar
kullanimini incelemek amaciyla glukoamilaz enzimi adsorbsiyon ve desorbsiyon dongiisii
10 defa tekrarlandi. Glukoamilaz enziminin poliEGDMA-VTAZ)-Cu®>" mikrokiireleri
tizerinden desorbsiyonu 50mM EDTA kullanilarak yapildi. Mikrokiireler fosfat tamponuyla
(0.1 M, pH 7.0) bir¢ok kez yikand1 ve tekrar enzim immobilizasyonunda kullanildu.

3.2.9. Serbest ve immobilize Glukoamilaz Enziminin Michaelis-Menten

Sabitlerinin Belirlenmesi

Serbest ve immobilize glukoamilaz enziminin kinetik parametreleri (Km ve Vmax)
60°C’de asetat tamponu igerisinde (0.1 M, pH 4.5) ¢oziinebilir nigasta [0.1 — 2.0% (w/v)]
ile verdikleri reaksiyonun baslangi¢c hizlar1 odlgiilerek belirlendi. Bu amagla, serbest ve
immobilize glukoamilaz enzimi 1.0 ve 20 mg/mL araliginda degisik konsantrasyonlardaki
¢oOziinebilir nisasta ¢ozeltilerine eklenerek baslangi¢ aktiviteleri Boliim 3.2.6 *da anlatildigi

gibi belirlendi.
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3.2.10. Termal Kararhhk

Serbest ve immobilize glukoamilaz enziminin termal kararhiligi ise asetat
tamponunda (0.1 M, pH 4.5) ve li¢ farkli sicaklikta (60-65-70°C) enzimin kalan aktivitesi
oOlgiilerek belirlendi. Serbest ve immobilize glukoamilaz enziminin enzimatik aktivitesi ise

yine Boliim 3.2.6°da anlatilan metot ile belirlendi.
3.2.11.Depolanma Kararhhgi
Depolanma kararliligi i¢in 4°C’de sodyum asetat tamponunda (0.1M, pH 4.5)

saklanan serbest ve immobilize glukoamilaz enzim aktiviteleri Boliim 3.2.6’da belirtilen

deney kosullarinda 2 ay siire boyunca araliklarla 6l¢iildii.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI

4.1. Protein Kalibrasyon Grafiginin Hazirlanmasi

Protein kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi i¢in konsantrasyonu 0.1 ile 0.6 mg/mL
arasinda degisen glukoamilaz ¢ozeltileri hazirlanmistir. Lowry metodu kullanilarak protein
miktarlar1 belirlenmis ve Cizelge 4.1.1° de verilen absorbans degerleri elde edilmistir.
Protein kalibrasyon grafigi Sekil 4.1.1 ‘deki gibidir. Calismanin bundan sonraki tiim
asamalarinda adsorblanan protein miktarlart bu kalibrasyon denklemi kullanilarak

hesaplanmustir.

Cizelge 4.1.1. Protein kalibrasyonu absorbans degerleri

Protein Absorbans
konsantrasyonu (2=750 nm)
(mg/mL)

0.10 0108
0.16 0.162
0.20 0.199
0.30 0.293
0.36 0.343
0.40 0.382
0.50 0.454
0.56 0.507
0.60 0.529
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Glukoamilaz protein kalibrasyonu
~ y = 0.8509x + 0.0301
06 A
R”=0.9976
0,5 -
0,4 -
(=]
°
8 0,3 -
0,2
0,1 -
0 T T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6 0,7
mg/mL protein

Sekil 4.1.1. Protein Kalibrasyon Grafigi

4.2. Glukoamilaz Kalibrasyon Grafiginin Hazirlanmasi

Glukoz kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi i¢in de konsantrasyonu 0.1 ile 0.3
mg/mL arasinda degisen glukoz c¢ozeltileri hazirlanmis ve glukoz ¢dzeltileri i¢in 540
nm’de elde edilen absorbans degerleri Cizelge 4.2.1°de 6zetlenmistir. Glukoz kalibrasyon
grafigi Sekil 4.2.1°de ki gibidir. Calismanin bundan sonraki tim asamalarinda aktivite

degerleri bu kalibrasyon denklemi kullanilarak hesaplanmistir.

Cizelge 4.2.1. Glukoz kalibrasyonu absorbans degerleri

Glukoz Absorbans
konsantrasyonu (A=540 nm)
(mg/mL)
0.10 0.094
0.15 0.297
0.20 0.447
0.25 0.548
0.30 0.738
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Glukoz kalibrasyonu

0.8 4 y = 3.078x - 0.1908

0,7 1 R?=0.0888
0,6 |

0,5 1
0,4 -
0,3 1
0,2 1
0,1 1
0 \ \ \ \
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

mg/mL glukoz

OD540

Sekil 4.2.1. Glukoz kalibrasyon grafigi

4.3. Poli (EGDMA-VTAZ)-Cu"? mikrokiirelerin Glukoamilaz Adsorbsiyon
Kapasitesine pH etkisi

Proteinlerin adsorbsiyonlarini etkileyen en 6nemli parametrelerden biriside pH ‘dir.
Adsorbsiyon calismalar1 1mg/mL glukoamilaz konsantrasyounda, pH 3-8 araliginda Boliim
3.2.3’te anlatildig1 sekilde yapilmis ve adsorbsiyon miktar1 Q (mg protein/g polimer)
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.3.1 ve Sekil 4.3.1 ‘de gosterilmistir. Elde

edilen sonuglara gére maksimum adsorbsiyonun pH 6.5 ‘de gergeklestigi belirlenmistir.

Cizelge 4.3.1. Glukoamilaz adsorbsiyon kapasitesine pH etkisi

pH Q(mg/g)
3.0 25.44
3.5 28.08
4.0 32.08
4.5 37.13
5.0 39.25
5.5 39.24
6.0 40.12
6.5 43.06
7.0 41.66
7.5 30.90
8.0 27.73
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Adsorblanan glukoamilaz
(mg/g)

Sekil 4.3.1. Poli (EGDMA-VTAZ)-Cu’" mikrokiireler {izerine glukoamilaz
immobilizasyonuna pH etkisi: glukoamilaz konsantrasyonu, 1.0 mg/ml; zaman 4 saat; T 25
0

C.

4.4. Poli (EGDMA-VTAZ)—Cu+2 mikrokiirelerin Glukoamilaz Adsorbsiyon

Kapasitesine Konsantrasyon Etkisi

Poli (EGDMA-VTAZ)-Cu®" mikrokiirelerinin adsorbsiyon kapasitesini belirlemek
amaciyla ortamdaki glukoamilaz enzimi konsantrasyonu maksimum adsorbsiyonun
gerceklestigi pH olan 6.5 ‘te 0.5-2.5 mg/ml degerleri arasinda degistirilerek adsorbsiyon
miktart Q (mg protein/g polimer) hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.4.1 ve
Sekil 4.4.1 ‘de gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gére maksimum adsorbsiyonun 104

mg/gile pH 6.5 ‘de gerceklestigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.4.1. Glukoamilaz adsorbsiyon kapasitesine konsantrasyon etkisi

Protein
Konsantrasyonu Q(mg/g)
(mg/mL)

0.5 17.90
0.8 27.85
1.0 42.13
1.5 75.35
1.8 97.58
2.0 104.0
2.5 104.0

—~ 120 4

(=2

I=)

E 100 -

L

‘E 80 -

©

o

=

3 60

(=]

o

E 40

c

K

e}

5 20 +

(72}

T

< O T T T T T 1

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Glukoamilaz konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 4.4.1. Poli(EGDMA-VTAZ)-Cu®*" mikrokiirelerinin adsorbsiyon verimi {izerine
glukoamilaz enzimi konsantrasyonunun etkisi: pH 6.5; zaman 4 saat; T 25 °C.
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4.5. Serbest ve Immobilize Glukoamilaz Enzim Aktivitesi Uzerine pH ve

Sicaklik Etkisi

Serbest ve immobilize glukoamilaz enzimi i¢in optimum pH ve reaksiyon sicakligi
belirlenirken genis bir pH (pH 3.0 - 5.5 aralifinda 0.1M sodyum asetat tamponu, pH 6.0-
8.0 araliginda 0.1M fosfat tamponu) ve sicaklik araliginda (25-80°C) serbest ve immobilize
enzimin nisasta ile inkiibe edilmesiyle aktivite tayini yapildi. Serbest glukoamilaz enzim
aktivitesine pH etkisi i¢in elde edilen sonuglar Cizelge 4.5.1 ve Sekil 4.5.1 ‘de, immobilize
glukoamilaz enzimi i¢in elde edilen sonuglar ise Cizelge 4.5.2 ve Sekil 4.5.1 ‘de
Ozetlenmistir. Serbest glukoamilaz i¢in maksimum aktivite pH 4 ’de 42.57 U/mg,

immobilize enzim i¢in ise pH 4.5 *de 34.41 U/mg olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.5.1. Serbest enzim aktivitesinin pH ile degisimi

pH U/mg % Aktivite
3.0 14.44 33.92
3.5 23.03 54.12
4.0 42.57 100.00
4.5 40.01 93.99
5.0 37.58 88.29
5.5 34.48 81.01
6.0 26.87 63.12
6.5 24.31 57.11
7.0 17.63 41.42
7.5 7.33 17.23
8.0 5.46 12.83




86

Cizelge 4.5.2. immobilize enzim aktivitesinin pH ile degisimi

pH U/mg % Aktivite
3.0 13.73 39.89
3.5 22.28 64.74
4.0 33.24 96.61
4.5 34.41 100.0
5.0 33.67 97.84
5.5 30.31 88.08
6.0 24.48 71.14
6.5 21.30 61.90
7.0 15.33 44.55
7.5 11.35 32.98
8.0 10.14 29.49
45 -
40 -
35
30
o 25 -
£
= 20
15
10
5 4
0 T T T T T T 1
2 3 4 5 6 7 8 9
pH

Sekil 4.5.1 Serbest ve immobilize glukoamilaz enzim aktivitesine pH etkisi. (*=) Serbest
enzim; ("®=) immobilize enzim (Spesifik aktivite).
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120 -

100 A

o]
o
|

Bagil Aktivite (%)
5 3

N
o
|

Sekil 4.5.2 Serbest ve immobilize glukoamilaz enzim aktivitesine pH etkisi. (=) Serbest
enzim; ("®=) immobilize enzim (Bagil aktivite).

Serbest glukoamilaz enzim ativitesine sicaklik etkisi i¢in elde edilen sonuglar
Cizelge 4.5.3 ve Sekil 4.5.3 ‘de, immobilize glukoamilaz i¢in elde edilen sonuglar ise
Cizelge 4.5.4 ve Sekil 4.5.4 ‘de Ozetlenmistir. Optimum sicaklik serbest glukoamilaz

enzimi i¢in 60 °C ve immobilize glukoamilaz i¢in ise 65 °C olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.5.3. Serbest enzim aktivitesinin sicaklik ile degisimi

Sicaklik (°C) U/mg % Aktivite
25 9.19 21.60
30 14.85 34.89
35 18.13 42.59
40 20.79 48.83
45 29.38 69.02
50 34.46 80.95
55 37.04 87.02
60 42.57 100.0
65 31.11 73.09
70 28.60 67.18
75 24.55 57.68
80 16.87 39.63




Cizelge 4.5.4. Immobilize enzim aktivitesinin sicaklik ile degisimi
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Sicakhik ("C) U/mg % Aktivite

25 7.36 23.62

30 11.54 36.98

35 13.95 44.72

40 17.09 54.80

45 23.45 75.19

50 25.36 81.30

55 28.51 91.39

60 29.15 93.46

65 31.19 100.0

70 23.20 74.36

75 19.22 61.60

80 14.53 46.57
45 -
40 -
35 -
30 -
(o] i

g 25
=5 20 -
15 -
10 -
5 N
0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Sicakhk

Sekil 4.5.3. Serbest ve immobilize glukoamilaz enzimi aktivitesine sicaklik etkisi.

Serbest enzim; ('.-) immobilize enzim (Spesifik aktivite).

™)
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100 -
90 ~
80 ~
70 ~
60 -
50 ~
40 -

Bagil Aktivite (%)

30 ~
20
10

O T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Sicaklik (C)

Sekil 4.5.4 Serbest ve immobilize glukoamilaz enzimi aktivitesine sicaklik etkisi. (7%7)
Serbest enzim; ('.-) immobilize enzim (Bagil aktivite).

4.6. Tekrar Kullanim

Serbest enzim bir kez, immobilize enzimler ise aktifligini korudugu siirece pek ¢ok
kez kullanilabilir. Immobilize glukoamilazin tekrar kullanimina iliskin degerler Cizelge
4.6.1°de wverildigi gibidir. Aktifligin kullanim sayis1 ile degisimi ise Sekil 4.6.1°de
goriilmektedir. Elde edilen sonuglara gére 10 kez ard arda kullanim sonunda immobilize

invertaz enzimi baslangi¢ aktivitesinin %76 ‘sini korumaktadir.
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Cizelge 4.6.1. immobilize glukoamilazin tekrar kullanilabilirligi

Kullanim Sayisi U/mg
1 42.0
2 41.9
3 41.7
4 414
5 41.0
6 39.6
7 38.3
8 36.2
9 35.0
10 32.0

Hb
o o,
I |

N W W
o O O
I I I

immobilize Glukoamilaz (mg/g)
N
o

NN
o O O O
I I I

o

10

Tekrar sayisi

Sekil 4.6.1

Immobilize glukoamilaz enziminin tekrar kullanin

konsantrasyonu, 1.0 mg/ml; pH 6.5; zaman 4 saat; T 25 °C.

glukoamilaz
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4.7. Termal Kararhhk
Serbest ve immobilize glukoamilaz enziminin termal kararhiligi ise asetat
tamponunda (0.1 M, pH 4.5) ve li¢ farkli sicaklikta (60-65-70°C) enzimin kalan aktivitesi

Olciilerek belirlendi.

Cizelge 4.7.1. Serbest ve immobilize enzimin termal kararlilig1

Zaman Serbest Enzim Immobilize Enzim
(dakika) | 60°%C [ 65°%C | 70°C | 60°C | 65°C | 70°C
0 100 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
20 96 94.34 | 93.70 | 99.75 98.67 97.65
40 88 85.54 83.50 | 98.40 96.34 94.32
60 80 77.62 69.80 | 96.67 94.35 91.78
80 73 66.40 61.70 | 94.70 92.70 88.78
100 65 54.32 51.20 | 90.15 88.60 85.32
120 52 47.50 | 43.20 86.70 84.12 79.89
140 44 36.40 32.78 83.40 79.86 74.54
160 36 32.90 30.50 | 75.89 73.94 71.76
100
90 -
80 -
< 70
8 60
S
£ 50
<
— 40
'S
S 30
20
10
0 T T T 1
0 50 100 . 150 200
Zaman (dakika)

Sekil 4.7.1. Serbest ve immobilize glukoamilaz enziminin termal kararlilig1. ("#™) Serbest
enzim, 60 °C; (—*) serbest enzim, 65 °C; (<) serbest enzim, 70 °C; (*==) immobilize
enzim, 60 °C; (**7) immobilize enzim, 65 °C; (*=) immobilize enzim, 70 °C.
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4.8. Depolanma Kararhhg:

Depolanma kararlihigi igin 4°C’de sodyum asetat tamponunda (0.1M, pH 4.5)
saklanan serbest ve immobilize glukoamilaz enzim aktiviteleri Boliim 3.2.6 ’da belirtilen
deney kosullarinda 2 ay siire boyunca araliklarla oOl¢iildii. Serbest ve immobilize

glukoamilaz icin elde edilen sonuglar Cizelge 4.8.1 ve Sekil 4.8.1de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.8.1. Serbest ve immobilize enzimin depolanma kararlilig

Zaman Serbest Enzim Immobilize Enzim
(giin) U/mg %Aktivite U/mg %Aktivite

1 3441 100 42.57 100

5 26.15 76 - -
10 19.95 58 41.71 98
15 9.29 27 40.86 96
20 0 0 40.01 94
25 37.03 87
30 34.05 80
35 30.22 71
40 25.11 59
45 21.28 50
50 19.58 46
55 17.00 40
60 15.32 36
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Sekil 4.8.1. Serbest ve immobilize glukoamilaz enziminin depolanma kararliligi. (=)
Serbest enzim; (=) immobilize enzim.

4.9. Serbest ve immobilize Glukoamilaz Enziminin Michaelis-Menten

Sabitlerinin Belirlenmesi

Serbest ve immobilize glukoamilaz enzimi 1.0 ve 20 mg/ml araliginda degisik
konsantrasyonlardaki ¢6zlinebilir nisasta ¢ozeltisine eklenerek baslangi¢ aktiviteleri Boliim
3.2.6 ’da anlatildig1 gibi belirlendi. Elde edilen veriler Cizelge 4.9.1, Sekil 4.9.1 ve Cizelge

4.9.2 ‘de Ozetlenmistir.
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Cizelge 4.9.1. Serbest ve Immobilize Enzimin Baslangic aktivitelerin substrat
konsantrasyonuna gore degisimi

[S] 1/[S] Serbest Enzim Immobilize Enzim
mg/mL mL/mg V(U/mg) 1/V(mg/U) V(U/mg) 1/V(mg/U)

3 0.333 32.15 0.0311 24.11 0.0414
5 0.200 35.61 0.0280 27.11 0.0368
7 0.142 37.91 0.0263 28.64 0.0349
9 0.111 38.96 0.0256 29.56 0.0338
10 0.100 39.27 0.0254 29.90 0.0334
12 0.083 39.82 0.0251 30.42 0.0328
14 0.071 40.36 0.0247 30.80 0.0324
15 0.066 40.38 0.0247 30.96 0.0322
16 0.062 40.40 0.0247 31.10 0.0321
18 0.055 40.40 0.0247 31.33 0.0319
20 0.050 40.40 0.0247 31.52 0.0317

Cizelge 4.9.2. Serbest ve Cu*'-selatlanmus poli(EGDMA-VTAZ) mikrokiireleri iizerine
immobilize edilmis glukoamilaz enziminin 6zellikleri.

Enzim Km (mg/mL) Vmax (U/mg) Vmax /Km Geri Kazanim
yapisi (%)
Serbest 1.00 42.9 42.9 100

Immobilize 1.15 33.3 28.9 77
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= y = 0.0344x + 0.03
R2=1
"/y: 0.0234x + 0.0233
R? =0.9923
15 0 0,5

Sekil 4.9.1. Lineweaver-Burk Grafigi(~®=) Serbest enzim; (=) immobilize enzim.
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S.TARTISMA VE SONUC

5.1. Kopolimer Mikrokiirelerin Ozellikleri

Capraz bagl poliEGDMA-VTAZ) mikrokiireleri hidrofilik polimer aglaridir ve {i¢
boyutlu yapilarin1 koruyarak, ¢oziinmeden, yiliksek miktarda su emme kapasitesine
sahiplerdir. Siispansiyon polimerizasyonu sonucunda da boyutlar1 150-200 mm arasinda
degisen kiiresel poliEGDMA-VTAZ) mikrokiireleri olusur. Civa porozimetresi verilerine
gore mikrokiirelerin ortalama boyutu 740 nm’dir. Bu da mikrokiirelerin bir¢ok makro
gozenege sahip oldugunu gosterir. Polimerik mikrokiireler pliriizlii bir yiizeye sahiptirler.
Yiizeyin pirizIiligi ylizey alaninin artmasina neden olur. Poli(EGDMA-VTAZ)
mikrokiirelerinin spesifik yiizey alam 65.8 m*/g, sisme orani ise % 84 olarak bulundu. Su
molekiilleri polimer zincirine daha kolay girerler ve sulu ortamda polimerin su ¢ekme
oraninda artis meydana gelir. Yiiksek oranda c¢apraz bagli yapilarindan dolay1
mikrokiirelerin saglam yapida oldugunu sdyleyebiliriz bu yiizden kolon uygulamalari i¢in

uygundurlar.

5.2. Glukoamilaz adsorbsiyonuna pH Etkisinin incelenmesi

Pearson’in Lewis asit — Lewis baz kuramima gére, Cu™ iyonu, diger yumusak asitler
gibi aromatik ve alifatik amino grubu igeren ligandlardaki azot atomlarinin bag yapmayan
eslesmemis elektronlariyla etkilesirler. Bu nedenle, glukoamilaz enziminin amino asit yan
gruplart (6rn. dzellikle histidinin imidazol gruplarr) ile Cu™ iyonlari arasinda kuvvetli bir
bag olusabilir (Porath 1990). Calismamizda Cu*" iyonu, bu avantajli 6zelliginden
yararlanilarak 1-vinil-1,2,4-triazol ligand: ile koordine oldu ve enzim polimere Cu®"
iyonlar1 araciligiyla baglandi. Glukoamilaz enziminin poli(EGDMA-VTAZ)-Cu*
mikrokiireleri lizerine immobilizasyonuna pH’1n etkisi pH 3.0 - 7.0 araliginda incelendi ve
sonuglar Sekil 4.3.1° de verildi. Proteinlerin net yiiklerinin sifir oldugu nokta izoelektrik
noktalaridir ve bu nedenle sulu ¢ozeltilerinde maksimum adsorbsiyon genellikle izoelektrik

noktalarinda gozlenir (Gunzer ve ark. 1984). Bu ¢alismada kullanilan glukoamilaz
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enziminin izoelektrik noktas1 4.5 ’tir. Sekil 4.3.1° de goriildiigii gibi glukoamilaz enziminin
maksimum adsorbsiyonu daha nétral pH degerlerine kayarak pH 6.5’te gozlenmistir.
Osman ve arkadaslar1 tarafindan 2007 yilinda yapilan bir ¢alismada tirozinaz enzimi
poli(EGDMA-VIM)-CuJr2 selat mikrokiireler iizerine immobilize edilmistir. Enzimin
izoelektrik noktast 4.5 olmasina karsin proteinin maksimum adsorbsiyonu daha nétral bir
degere kayarak pH 6.5 ‘te gerceklesmistir. Immobilize metal afinite kromatografisinde sert
ve sinir metal iyonlar1 aym Ornek icin farkli selektivite gosterebilmektedir. Ornegin
immobilize Fe™ proteinleri asidik pH degerlerinde adsorblarken, adsorbsiyon Cu™ iyonlari
icin notral pH degerlerinde gergeklesmektedir (Rodakiewicz-Nowak ve ark 2002).
Calismamizda elde edilen bu sonu¢ glukoamilaz enzimi ile Cu** iyonu tutturulmus
polimerik matriks arasindaki spesifik etkilesimin kanitidir. Adsorbsiyonun pH 5.0 ve 7.0
araliginda en yiiksek diizeyde oldugu, asidik (pH<4.5) kosullarda ise daha diisiikk oldugu
tespit edilmistir. pH 4.5 ‘dan daha diisiik pH degerlerinde diisiik protein baglama
kapasitesinin gdzlenmesi hem destek materyaline bagli Cu™ iyonlar1 miktarinin daha az
olmasina hemde aminoasit yan zincirlerinin protonlanmasi ve metal iyonuna koordine olma
yeteneginin azalmasina baglanabilir. Ortamin bazik tarafa kaymasi1 durumunda adsorbsiyon
kapasitesindeki azalma ise hidroksil iyonlarmin da Cu™ iyonlarina koordine olmak igin

yarismasindan kaynaklanabilir.
5.3. Glukoamilaz Adsorbsiyonuna Konsantrasyon Etkisinin Incelenmesi

Cu’"-selatlanmis  poliEGDMA-VTAZ) mikrokiireler iizerine glukoamilaz
enziminin adsorbsiyonu incelendiginde, adsorbsiyon ortaminda, glukoamilaz enzimi
konsantrasyonundaki artigsin adsorbsiyon veriminde artisa neden oldugu goriilmektedir. Bu
artis glukoamilaz konsantrasyonu 2mg/ml degerine ulasincaya kadar devam etmis ve bu
degerden sonra doyuma ulasmustir. PoliEGDMA-VTAZ)-Cu®" mikrokiireleri icin
maksimum glukoamilaz adsorbsiyon miktar1 104mg/g olarak belirlenmistir. Bu artis
glukoamilaz enzimi ile selatlanmus Cu®’ iyonlari arasindaki spesifik etkilesimden
kaynaklanmaktadir. Porath metal-afinite adsorbsiyonundaki molekiiler etkilesimleri soyle

siniflandirmigtir: (i) elektrostatik kuvvetlerden kaynaklanan iyonik bag olusumu; (ii)
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ortiisen orbitallerde elektronlarla koordine baglar; (iii) hidrofobik etkilesimler (Porath
1990). a-amilaz enzimi poli (EGDMA-VIM)-Cu'? metal selat matriks iizerine immobilize
edilmis ve 0.4 mg/mL degerinde doygunluga ulasilarak maksimum adsorbsiyon miktar1
38.9 mg/g olarak belirlenmistir (Kara ve ark. 2005). Glukoamilaz enziminin
immobilizasyonuna iliskin diger ¢alismalarda ¢ok farkli adsorbsiyon kapasiteleri elde
edilmistir. Ornegin montmorilonit igin 10 mg/g (Sanjay ve Sugunan 2005), yiizey modifiye
tasiyicilar i¢in 3.97mg/g (Parak ve ark. 2005), polietilenimin kapl sephabead 35 mg/g
(Torres ve ark. 2004) ve PVA-DVB-g-GMA-IDA-Cu®" selat matriks i¢in 101.8 mg/g
(Wang ve ark. 2007) olarak belirlenmistir.

5.4. immobilize Enzim Aktivitesini Etkileyen Kosullarin Incelenmesi

Enzimler elektrolit karakterli olduklari i¢in, enzim aktifligi pH ile degisme gosterir.
Enzim, substrat ve koenzim molekiillerinde asidik ve bazik gruplarin varlig1 pH degisimi
ile enzim-substrat kompleksinin kararliligin1 etkiler. Kararli kompleks olustugunda
reaksiyon hizi maksimumdur. Bu nedenle serbest enzimler i¢in reaksiyon hizinin
maksimum oldugu pH degeri belirlenir. Genellikle enzimlerin optimum pH degeri 3 ile 8
arasindadir. Ekstrem pH degerlerinde yiiksiiz olan aminoasitler iyonlasir ve benzer yiiklii
iyonlar arasinda ortaya c¢ikan elektrostatik itmeler proteinlerin dogal yapisini bozar buda
enzimin denaturasyonuna neden olur. Bu durumda reaksiyon hizi tersinmez olarak azalir
veya sifira diisebilir. Calismamizda substrat olarak kullanilan nigasta i¢in, serbest ve
immobilize glukoamilaz enziminin hidroliz aktivitesi iizerine pH’in etkisi 3.0 ve 8.0
degerleri arasinda incelendi. Maksimum aktivite serbest glukoamilaz enzimi i¢in pH 4 ’te
42.57 U/mg olarak belirlenirken, immobilize enzim i¢in optimal aktivite pH 4.5 ’da 34.41
U/mg olarak gozlenmistir. Serbest enzimle karsilastirildiginda immobilize glukoamilaz
enzimi genis pH araliginda miikkemmel bir uyum gostermistir. Bu da glukoamilaz
molekiilerinin poli(EGDMA-VTAZ)-Cu”" matriksi ile ¢ok noktali iyonik kompleks
olusturarak daha kararli hale gelmesinden kaynaklanmaktadir (Arica ve ark 2004) .



99

Sicakligin artmasi molekiillerin kinetik enerjisini arttirdigindan tiim kimyasal
reaksiyonlarin, bu arada biyokimyasal reaksiyonlarinda hizlarini arttirir. Genelde sicakligin
10 °C artmasiyla, reaksiyon hizlarida yaklasik iki kat artar. Biyokimyasal reaksiyonlarda da
ayni durum gozlenmekle birlikte protein yapisinda bulunan enzimler, belirli sicakliktan
sonra (50°C ‘i tizerinde) denatiire olmaya baslarlar. Sicaklik arttik¢a enzim molekiiliiniin
Once tersiyer yapisi, sonra sekonder yapisi (a-sarmal yapisi) bozulur. Bu olaylardan

enzimin aktif merkezide etkilenir ve enzim aktifligini yitirir.

Calismamizda, serbest glukoamilaz enzimi igin optimal sicaklik degeri 60°C iken
immobilize enzim i¢in bu deger 65°C’ye kaymustir. 25-80°C sicaklik araliginda elde edilen
aktivite degerleri ylizde maksimum aktivite olarak ifade edilmistir. Serbest enzim i¢in bagil
aktivite degeri sicakhigin 25°C’den 60°C’ye dogru yiikselmesiyle artmistir ve 60°C’de
maksimuma ulagmistir. Bu sicaklik araliginda, termal deaktivasyon yavas olacaktir ve
katalizlenmis reaksiyon hizi lizerine fark edilir bir etkisi olmayacaktir. Ancak, sicakligin
ylikselmesiyle relatif aktivitede artig gdzlenmistir. 60°C’nin tizerindeki sicakliklarda, termal
deaktivasyondan dolay1 serbest enzim aktivitesi azalmigtir. Bununla beraber 25-65°C
araliginda sicakligin devamli olarak artmasiyla immobilize glukoamilaz enziminin
aktivitesi de artmustir. Iimmobilize glukoamilaz enzimiyle yiiksek sicakliklara dogru olan
kayma cok noktali selatlanmis etkilesimlerden kaynaklanmaktadir (Sar1 ve ark. 2006). Bu
nedenle enzimin substratina baglanmasi amaciyla optimum konformasyona diizenlenmesi
icin aktivasyon enerjisinde artis olur (Osman ve ark. 2005). 55-65°C degerleri arasinda
relatif aktivite 90%’dan fazla iken serbest glukoamilaz enzimiyle karsilastirildiginda,
immobilize glukoamilaz enzimi reaksiyon sicakliginin artisina karst daha yiiksek
dayamklilik gostermistir. Immobilize glukoamilaz enziminin kararliligin artmasimnin nedeni

molekiillerin sinirli konformasyonel hareketleridir (Yodoya ve ark. 2003).

Immobilizasyon isleminden sonra enzimin spesifik aktivitesinde bir miktar azalma
gbzlenmesi kaginilmazdir. Bizim ¢alismamizda da, maksimum aktivite serbest glukoamilaz
enzimi i¢in pH 4’te 42.57 U/mg olarak belirlenirken, immobilize enzim i¢in optimal

aktivite pH 4.5 ’da 34.41 U/mg olarak gozlenmistir. Enzim aktivitesindeki bu azalma,
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immobilizasyon islemi sirasinda enzim molekiillerinin yapisal degisikliklere ugramasindan
kaynaklanmaktadir. Enzim immobilizasyonunda dikkat edilmesi gereken en Onemli
hususlar enzimin aktif bdlgesinin korunmasi ve enzimin destek materyaline, substrat
molekiillerinin aktif bolgeye ulasabilecegi bir konformasyonda baglanmasidir. Ayrica
kuramsal bilgiler kisminda agiklandig1 gibi enzimin kat1 destek {izerine immobilizasyonu
enzimin etrafindaki mikrogevreyi etkileyebilir. Bu da enzimin serbest halde gosterdigi
davraniglarin degismesine neden olur. Bu degisiklikler bolme etkisi, difiizyon sinirlamasi,

yapisal degisiklikler, sterik sinirlamalar ve inaktivasyon olarak siralanabilir.

Calismamizda destek materyali olarak kullanilan  poli(EGDMA-VTAZ)
mikrokiireleri gézenekli bir yapiya sahiptir ve bu gézenekler yiizey alanini arttirarak metal
selat olusum kapasitesini arttirmaktadir (Uzun ve ark. 2006). Gozenekli destek materyalleri
yiiksek miktarda protein yliklemesine izin veren genis yiizey alanlari ile immobilizasyon
uygulamalar i¢in idealdir. Bu tiir destek materyallerinin en biiylik dezavantaji protein
adsorbsiyonu i¢in kullanilan alanin biiylik kisminin i¢ alan olmasidir. Gozenekli
materyallerin i¢ ylizey morfolojisi sadece proteinin baglanmasi i¢in degil ayni zamanda
difiizyon siirlamalarint minimuma indirmek amaciyla substrat molekiilleri icinde kolay
ulagilabilir olmalidir. Bu nedenle goézenekler nedeniyle ortaya ¢ikabilecek difiizyon
sinirlamasi ya da olusabilecek sterik sinirlamalar immobilize enzimlerdeki aktivite azalisina

neden olan etmenler olarak gosterilebilir.

Difiizyonel sinirlama fiziksel biyiiklik ile ilgilidir. Eger polimer desteginin
gbzenek capr substrat molekiiliinden kiiclik ise substratin destek icine difiizlenmesi ve
enzim ile temasa geg¢mesi engellenir ve buda enzimin katalitik etkinligini azaltir.
Glukoamilaz enziminin substrati olan nisastanin biiyiik bir yapiya sahip olmasi diflizyonel
sinirlama nedeniyle substratin aktif bolge ile temasimin zorlastigini ve bununda aktivite

kaybina neden oldugunu diisiindiirmektedir.
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Sterik sinirlamalar ise enzimin aktif uclar1 substrat molekiillerinin yaklasmasina
elverisli degil ise ortaya ¢ikar. Ornegin enzimin aktif uglar1 destek maddesine déniik ise

substratin aktif merkeze yaklagsmasi engellenir.

Immobilizasyon sirasinda gergeklesen biospesifik etkilesimlerin, aktif merkezden
uzak olan aminoasitlerin yan zincirleri ile gerceklesmesi gerekir. Aktif merkezde ya da
aktif merkeze yakin bolgelerde yer alan aminoasitlerin yan zincirleri ile destek maddesi
arasinda etkilesimlerin ger¢eklesmesi durumunda aktif bolgenin konformasyonu bozulabilir

ve enzim aktivitesini tamamen kaybedebilir (Taylor 1991).

Enzim ¢ozeltileri kararli degildir ve kullanildik¢a aktiviteleri azalir. Sicakligin,
serbest ve immobilize enzimin termal kararlilig1 iizerine etkisi incelenmis ve
immobilizasyonun enzime herhangi bir kararlilik kazandirip kazandirmadig: arastirilmastir.

Elde edilen sonucglara gore, 100 dakikalik inkiibasyon periyodu siiresince
immobilize glukoamilaz enzimi 60°C’de aktivitesinin %95’ini korumustur, serbest enzim
ise baslangig¢ aktivitesinin %70’ini korumustur. 70°C’de immobilize ve serbest glukoamilaz
enzimi sirasiyla aktivitesinin %90 ve 50’sini korumustur. immobilizasyon, glukoamilaz
enziminin 1s1 ve denatiirasyon dayamiklihigini fark edilir derecede arttirmistir. 60-70°C’de
180 dakikalik inkiibasyondan sonra serbest enzime kiyasla immobilize glukoamilaz
enziminin kalan aktivitesinin daha yiiksek oldugu goriilmistiir. Elde edilen bu sonu¢ daha
onceki caligmalarda elde edilen sonuglar ile uyumlu olup (Arica ve ark. 2001)

immobilizasyonun enzime kararlilik kazandirdiginin bir kanitidir.

Immobilize enzimlerin serbest enzimlere kiyaslandiginda gosterdikleri en dnemli
avantajlardan biride depolanma kararliligidir. Ciinkii serbest enzimler tampon c¢ozeltiler
icerisinde bekletildiklerinde aktivitelerini kolayca kaybederler. Serbest ve imobilize
glukoamilaz enzim gozeltileri asetat tamponunda (0.1 M, pH 4.5) , 4 °C’de saklandi ve
aktiviteleri 60 giin stireyle 6l¢iildii. Serbest glukoamilaz enzimi tiim aktivitesini 20 giin
icerisinde kaybederken (Sekil 4.8.1) , poli-(EGDMA-VTAZ)-Cu”>" mikrokiireleri iizerine

immobilize edilmis glukoamilaz enzimi ayni siire igerisinde aktivitesinin yalnizca %5’ini
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kaybetmistir. Bu sonu¢ bize immobilize enzimin kararliligmin arttigin1  agikca
gostermektedir. Enzim molekiillerinin bir yiizeye tutturularak immobilize edilmesi enzim
aktivitesi lizerinde yiiksek kararlilik etkisinin ortaya ¢ikmasini saglar. Cilinkii immobilize
enzimin aktif konformasyonu substrat ve enzim molekiilleri arasinda ¢ok noktali bag

olusumu ile kararli hale getirilir.

Immobilize enzimin en biiyiik avantaji tekrar kullanimidir. Glukoamilaz enziminin
poli (EGDMA-VTAZ)-Cu*" mikrokiireleri iizerinden desorbsiyonu kesikli sistemde
gergeklestirildi. Poli (EGDMA-VTAZ)-Cu®" mikrokiirelerden glukoamilaz desorpsiyonu
oda sicakliginda 3 saat siire ile 50 mM EDTA igeren desorbsiyon ortaminda
gerceklestirildi. Daha sonra ayni mikrokiireler glukoamilaz enziminin immobilizasyonunda
tekrar tekrar kullanildi. Adsorbsiyon-desorbsiyon islemleri 10 kez tekrarlandi ve
glukoamilaz enziminin immobilizasyon kapasitesinin degismedigi gozlemlendi. Bu
islemler sirasinda enzim aktivitesinin degismedigini de belirtmemiz gerekir (Sekil 4.6.1).
10 kez tekrar kullanimin ardindan immobilize glukoamilaz enzimi aktivitesinin %76’ sin1
halen korumaktadir. Bu da enzim baglanmis mikrokiirelerin biyokatalitik sistemlerde ne
kadar kullanisli oldugunu gosterir. Bu sonuglar Cu”"-selatlanmis poli (EGDMA—VTAZ)
mikrokiirelerinin  enzim immobilizasyonunda, baslangic adsorbsiyon ve Kkapasite

degerlerinde kayda deger bir kayip olmaksizin tekrar tekrar kullanilabilecegini gdstermistir.

5.5. Kinetik Sabitler

Kinetik parametreler, Michaelis sabiti (Km) ve reaksiyonun maksimum baslangi¢
hizi (Vmax), c¢Oziinebilir nigasta substrat olarak kullanilarak (Cizelge 4.9.1) ve
Lineweaver—Burk grafigi ile belirlenmistir (Sekil 4.9.1). Serbest enzim i¢in, Vmax degeri
42.9 U/mg enzim olarak hesaplanirken Km degeri 1.00 mg/mL bulunmustur. immobilize
glukoamilaz enzimi i¢in de kinetik sabitler belirlenmis ve Km degeri 1.15 mg/mL olarak
hesaplanmistir. Immobilizasyon proseslerinde maksimum hizin yarisina ulasildigi andaki
substrat konsantasyonunu gosteren Km degeri artarken, ulagilan maksimum hiz degeri

Vmax degeri azalmaktadir. Bu degisiklikler, destek materyalinde meydana gelen
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konformasyonel degisiklikler, sterik engel ve difiizyon etkisi gibi bir¢cok faktérden
kaynaklanmaktadir (Uhlich ve ark. 1996). Calismamizda, beklendigi gibi, glukoamilaz
enziminin Cu”"-selatlanmuis poli(EGDMA-VTAZ) mikrokiireler iizerine adsorbsiyon-
desorbsiyonu sonrast Km ve Vmax degerleri etkilenmistir. Immobilize glukoamilaz enzimi
icin bulunan ve serbest enzime gore daha biiyilk olan Km degerleri, substratin maruz
kaldigi difiizyon simirlamalari ile agiklanabilir. Cu®'-selatlanmis poli(EGDMA—VTAZ)
mikrokiireleri lizerine immobilize edilen glukoamilaz enzimi i¢in Vmax degerleri verilere
gore 33.3 U/mg enzim olarak hesaplandi. Ayni1 zamanda Vmax/Km degerleri serbest enzim
icin 42.9 U/mg, immobilize enzim i¢inse 28.9 U/mg olarak belirlendi. Vmax/Km degeri
enzimin substratina olan afinitesini gdsteren bir parametredir. Enzimin substratina olan
afinitesindeki degisim, enzimde yapisal degisiklikten (6rn. konformasyonel degisimler) ve

biiyiik substratin immobilize enzimim aktif bolgesine girememesinden kaynaklanmaktadir.
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6.SONUC

Immobilize proteinlerin en énemli uygulamalarinin basinda immobilize enzimlerin
endiistriyel islemlerde katalizor olarak kullanilmasi yer almaktadir. Yiiksek spesifite, artan
reaksiyon hizlari, non-toksisite, daha ilimli pH, sicaklik ve basing kosullari nedeniyle
immobilize enzimlerin kullanimi fruktoz, yari-sentetik penisilinler ve amino asitler gibi
bilesiklerin elde edilmesinde etkili ve ekonomik olarak da tercih edilen bir yaklagim haline

gelmigtir (Taylor 1991).

Calismamizda, poli(etilen glikol dimetilakrilat-1-vinil-1,2,4-triazol) [poli (EGDMA-
VTAZ)] hidrojel (ortalama ¢ap 150-200um) etilen glikol dimetilakrilat (EGDMA) ve 1-
vinil-1,2,4-triazol (VTAZ)’1in kopolimerizasyonu ile hazirlandi. Poli (EGDMA-VTAZ)
mikrokiireleri 65.8 m%g spesifik yiizey alanma sahiptir. Poli (EGDMA-VTAZ)
mikrokiireleri sisme calismalar1 ve taramali elektron mikroskobu (SEM) ile karakterize
edildi. Cu™ iyonlar1 poli (EGDMA-VTAZ) mikrokiireleri tizerine selatlastirildi ve daha
sonra metal-selatlanmis mikrokiireler kesikli sistemde glukoamilaz enzimi adsorbsiyonunda
kullamldi. Poli (EGDMA-VTAZ)-Cu** mikrokiirelerinin maksimum glukoamilaz
adsorbsiyon kapasitesi pH 6.5 ’te 104 mg/g olarak belirlendi. Glukoamilaz enziminin
Michaelis sabiti Km adsorbsiyona bagli olarak artarken Vmax degeri azalmistir, bu da
enzimin substratina karsi olan afinitesinin azaldiginin bir gostergesidir. Poli (EGDMA-—
VTAZ)-Cu*" mikrokiireleri iizerine adsorblanmis glukoamilaz enziminin optimum sicaklhig1
65°C olarak belirlendi. Depolanma kararliliginin adsorbsiyonla arttigi bulunmustur.
Birbirini takip eden 10 kesikli reaksiyon sonucunda adsoblanmis glukoamilaz enziminin
aktivitesinin %76 ‘st kalmistir ki bu da biyokatalitik uygulamalarda enzim baglanmis

mikrokiirelerin ne kadar kullanigh oldugunu gosterir.

Zaman alict ve yiiksek maliyetli metal selat prosediirii diisiik maliyetli uygun
adsorban arayisim gerektirmistir. IMAK’mn esas avantaji basit bir metot olmasi, yaygin
kullanima sahip olmas1 ve selatlayic1 destek materyallerin ucuz olmasidir. Ayni zamanda

bu materyaller, proteinlerin daha 1liman kosullarda eliie edilmesini ve biyolojik
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aktivitelerinin korunmasini saglar. Metal selatlanmis adsorban hazirlanmasinda kullanilan
bu yeni yaklagim bilinen tekniklere gore birgok avantaja sahiptir. Metal-selat adsorban
hazirlama prosesindeki pahali ve kritik basamak selatlayici ligandin adsorbsiyon matriksine
baglanmasidir. Bu prosediirde, komonomer VTAZ metal-selatlayici ligand olarak davranir
ve matriksi selatlayici-ligand immobilizasyonu i¢in aktive etmeye gerek yoktur. Diger bir
onemli nokta ise kovalent baglanmis selatlayicilarin matriksten yavasca ayrilmalaridir.
Metal-gelatlayict ligandin ayrilmasi herhangi bir immobilize metal-gelat afinite adsorbsiyon
tekniginde karsilasilabilen ve adsorbsiyon kapasitesinde diismeye neden olan genel bir
problemdir. Metal-gelatlayici ligandin adsorbandan sizmasi, saflastirilmis protein analizi ile
karisabilir ve kirlenmeye neden olur. Bu a¢idan, metal-selatlayict ligand immobilizasyon
basamagi elimine edilmistir.  Metal-gelatlayict ligand ve/veya komonomer VTAZ,
EGDMA ile polimerize edilmis ve ligand sizintis1 olmamistir. Bu saflagtirma metodu, ¢ok

basamakl1 saflastirma metotlarinin eksikliklerinin iistesinden gelecek niteliktedir.

Sonu¢ olarak bu yaklagim destek materyali {izerinde selat yapict ligandin
olusumunu saglamak amaciyla uygulanan aktivasyon asamasmi ortadan kaldirarak
immobilizasyon prosesinin kolayca uygulanmasmi saglamustir. Ayrica bu ydntem Cu'
iyonlart tutturulmus poli (EGDMA-VTAZ) polimeri iizerinde adsorbe olan enzimin
kolayca desorbe edilmesiyle destek materyalinin ve enzimin tekrar kullanimint miimkiin
kilmaktadir. Glukoamilaz enzimi i¢in laboratuar kosullarinda elde edilen bu sonuglarin
uygun endiistriyel proseslerin gelistirilmesi ile daha da elverigli bir duruma gelecegi

kanisinday1z.
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EKLER

Ek-1 Degisik pH Degerlerinde 0,1M Fosfat Tamponlarinin Hazirlanmasi:

pH 1 M Na,HPO,.12H,0(mL) 1 M NaH,PO..2H,0(mL)
5,8 7,9 92,1
6,0 12,0 88,0
6,2 17,8 82,2
6,4 25,5 74,5
6,5 30,4 69,6
6,6 35,2 64,8
6,8 46,3 53,7
7,0 57,7 42,3
7,2 68,4 31,6
7.4 77,4 22,6
7,6 84,5 15,5
7,8 89,6 10,4
8,0 93,2 6,8

Verilen miktarlarin karistirilmasiyla elde edilen 1 M ‘lik stok ¢ozelti destile su ile 1000 mL

‘ye seyreltilir.
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Ek-2 : Degisik pH Degerlerinde 0,1M Asetat Tamponlarinin Hazirlanmasi:

pH 1 M CH;COOH (mL) CH;COONa.3H,0(g)
3 98,3 0,233

3,5 94,8 0,709
4 85,2 2,014

4,5 64,5 4,830
5 36,5 8,640

5,5 154 11,511

Verilen miktarlarin karistirilmasiyla elde edilen cozeltiler destile su ile 1000 mL ‘ye

seyreltilir.
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