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OzZET

Bu calismada, serbest glukoz izomeraz enzimi (Gi), siyaniirik kloriir
(CC) ve epiklorhidrin (ECH) ile aktiflestiriimis poli(metil metakrilat-2-
hidroksietil metakrilat), P(MMA-HEMA), mikroboncuklarina kovalent
baglanma ile immobilize edilmistir. Serbest Gi igin optimum pH: 7,5
siyaniirik kloriirle aktiflestirilen immobilize glukoz izomeraz (CC-iGi), ve
epiklohidrin ile aktiflestirilen immobilize glukoz izomeraz (ECH-iGI), icin
optimum pH: 8,0 bulunmustur. Optimum sicaklik sirasiyla serbest Gi
igin 60 °C, CC-iGi ve ECH-iGi igin 65 °C olarak bulunmustur. Serbest Gi,
CC-iGi ve ECH-IGI igin K., degerleri sirasiyla 6,50x10° mol/L, 1,26x10
mol/L, 2,55x10* mol/L, Vmak degerleri sirasiyla 2,42x10° mol/L.dak.,
4,18x10”° mol/L.dak., 3,46x10° mol/L.dak., olarak bulunmustur. 56 giin
sonunda 4 °C de depolamada, serbest Gi, CC-iGi ve ECH-IGI baslangig
aktifliklerinin sirasiyla %48,3 unu, %57,1 ini ve %59,4 linii korudugu
gozlenmistir. Kolonda 110 dak siirekli kullanimda, CC-iGi ve ECH-IGI

baslangi¢ aktifliklerinin sirasiyla %73,6 sini ve %78,8 ini korumustur.



Serbest Gi nin 70 °C ve 80 °C de inaktivasyon sabitleri (k;) sirasiyla
8,0x10° dak™ ve 1,0x10? dak™, bu sicakliklarda CC-iGi icin sirasiyla
5,5x10° dak™ ve 8,0x10 dak” ECH-IGI icin sirasiyla 6,0x10° dak™ ve
7,0x10° dak™ bulunmustur.

Bilim Kodu :201.1.117

Anahtar Kelimeler : poli(metil metakrilat-2-hidroksietil metakrilat),
kovalent baglanma, immobilizasyon, glukoz
izomeraz
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ABSTRACT

In this study, glucose isomerase enzyme (GI) was covalently
immobilized on poly(methymetacrylate-2-hydroxyethylmethacrylate),
P(MMA-HEMA) microbeads, which were activated by using cyanuric
chloride (C3N;Cl;) and epichlorohydrin (C3HsCIO). Optimum pH was
determined as 7.5 and 8.0, for free Gl, cyanuric chloride immobilized
glucose isomerase (CC-IGl), epichlorohydrin immobilized glucose
isomerase (ECH-IGI) respectively. Optimum temperature was
determined as 60 °C and 65 °C for free Gl, cyanuric chloride
immobilized glucose isomerase (CC-IGl), epichlorohydrin immobilized
glucose isomerase (ECH-IGI) respectively. K., values were found to be
6.50x10° mol/L, 1.26x10™* mol/L, 2.55x10* mol/L, Vma values 2.42x10°
mol/L.dak, 4.18x10”° mol/L.dak, 3.46x10®° mol/L.dak for free Gl, CC-IGI
and ECH-IGI, respectively. After 56 days of storage at 4 °C, free GI, CC-
IGl and ECH-IGI retained %48.3, %57.1 and %59.4 of their original
activities, respectively. CC-IGI and ECH-IGI were retained %73.6 and
%78.8 of their initial activities under continuous flow column after 110

min, respectively.
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Inactivation rate constans (ki) of free, CC-IGI and ECH-IGI were
calculated as 8,0x10° min™, 5,5x10° min™, 6,0x10° min™ at 70°C, they
were also calculated as 1,0x102 min™, 8,0x10° min™?, 7,0x10 min’
respectively at 80°C.

Science Code :201.1.117

Key Words : poly(methyl metachrylate-2-hydroxyethyl metachrylate)
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Page Number :95
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu caligmada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, acgiklamalari ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler Aciklama

AA Absorbans degisimi

ki inaktivasyon hiz sabiti

Km Michaelis-Menten sabiti

t12 Yarilanma suresi

Vmak Tepkimenin maksimum hizi

Vv Aktiflik (hi1z)

Kisaltmalar Aciklama

BPO Benzoil peroksit

CcC Siyanurik klorur

CC-iGi Siyantirik kloriirle aktiflestirilen immobilize
glukoz izomeraz

ECH Epiklorhidrin

ECH-iGi Epiklorhidrin ile aktiflestirilen immobilize
glukoz izomeraz

EGDMA Etilen glikol dimetakrilat

Gi Glukoz izomeraz

MMA Metilmetakrilat

HEMA 2-hidroksietil metakrilat
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1. GIRIS

Enzimlerin kullanimi ¢ok eski ¢aglara dayanir. ilk ¢aglarda insanlar bilingsiz
olarak ekmek hamuru, peynir, kimiz, yogurt gibi gidalarin hazirlanmasinda
enzimlerin islevlerinden vyararlanmiglardir. Enzimlerin yapisi ve tepkime
mekanizmalarinin aydinlatiimasiyla enzimler gida, ilag, kozmetik, tekstil,
temizlik maddeleri gibi gesitli endustriyel maddelerin Uretiminde, uretime
yonelik cesitli tepkimelerin katalizlenmesinde ve fizyolojik rahatsizliklarin
tedavisinden tipta tani calismalarina kadar uzanan yeni birgok alanda
kullaniimaya baslanmigtir [1]. Enzimoloji konusundaki gelismeler 1897°de
Bachnerin canli maya hucrelerinden ilk aktif enzimi ekstre etmesiyle
baslamistir. Blichner bu g¢alismasiyla enzimlerin katalitik aktivitelerini iginde
bulunduklari hicrelerin yasamsalligina bagh olmaksizin farkli ortamlarda da
devam ettirdigini gostermistir. 1926°'da Sumner enzimlerin protein yapisinda

oldugunu ortaya koymus ve ilk enzim saflagtirmasini gergeklestirmistir [2].

Enzimler canli hucrelerden elde edilmis proteinlerdir. Degisik avantajlarindan
dolayr enzimler gesitli kimyasal reaksiyonlarda katalizor olarak
kullanilmaktadir. Bitki , hayvan dokulari ve mikroorganizmalardan elde edilen
¢ok sayidaki enzim yapilarina ve kontrol ettikleri reaksiyon mekanizmalarina
go6re karakterize edilmiglerdir. Karakterize edilen bu enzimlerin ticari ve saf
sekillerinin ~ bulunmasi  endustriyel  uygulamalarda  kullaniimalarini
saglamaktadir. Enzimlerin spesifik olmalari ve reaksiyonlari katalizleme
kabiliyetleri onlarin  biyokimyasal, endustriyel ve analitik alanlarda

uygulamalarini cazip hale getirmektedir [3].

Dogal enzimler yuksek molekul kutlesine sahip proteinler olup genellikle suda
¢ozunarler. Ancak cozelti halinde kararliliklarinin sinirlhi olmasi, ortamdan
ayrilmasinin ¢ok zor olmasi, reaksiyon denetimlerini guclestirmelerini ve
enzimlerin tekrar kullanimlarinin  mumkin olmamasi immobilize enzim

dusuncesini ortaya gikarmigtir. Sonugta immobilizasyon ile enzimlerin 1sisal,



mekanik ve kimyasal kararliliklarinin arttiriimasi ile tekrar kullanilabilmeleri

mumkun kilinmistir [4].

Bu calismada glukloz izomeraz enzimi polimerik destek Uzerine kovalent
baglanma metoduyla immobilize edildi. Bu amacla poli(metiimetakrilat-2-
hidroksietil metakrilat destek materyali hazirlandi. Bu destek materyali
siyanurik klorUr ve epiklorhidrin kullanilarak aktiflestirildi ve glukoz izomeraz
enzimi kovalent baglanma metodu ile immobilize edildi. Serbest ve
immobilize enzimin aktifligine etki eden sicakhk, pH, substrat derisimi,
depolama suresi gibi ¢esitli parametrelerin etkisi ve immobilize enzimin tekrar

kullanilabilirligi incelendi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Enzimler

Katalizorler kendileri tepkimeye girmedikleri halde aktivasyon enerjisini
dusurerek tepkime hizini artiran maddeler olarak tanimlanir. Enzimler
genellikle 15 000 ile birkag milyon arasinda degisen yuksek molekul
agirhigina sahip protein yapisinda biyolojik katalizérlerdir. Enzimler
tepkimenin kinetigini etkiler. Buna kargilik tepkimenin termodinamigi Uzerinde
etkisi yoktur. Enzimler diger katalizOrler gibi katalizledikleri reaksiyonun

aktivasyon enerijisini (Ea) dusarurler [4].

Enzimi olusturan amino asitlerin sayisi, diziligi sirasi ve molekullerin yapisi
belirli bir dizen igindedir ve bu dizen enzimin substrata segiciligini saglar.
Bazi enzimler yalnizca proteinden olusurken, bazilari protein yaninda protein
olmayan bir kisim igerirler. Bu tip enzimlerde, enzimin protein kismina
“‘apoenzim”, protein olmayan kismina, enzimden kolayca ayrilabiliyorsa
‘koenzim” veya “kofaktor”, sikica bagli ise “prostetik grup” adi verilir.
Koenzimler genellikle vitamin turevleri, organik molekuller ve inorganik metal
anyon veya katyonlardan olusur. Apoenzim ve koenzim birlikte “haloenzim”
diye adlandirihr. Haloenzimin buyUk bir kismini apoenzim olusturur.
Apoenzim tek basina katalitik aktivite gosteremez. Enzime katalitik 6zelligini
veren koenzim, tek basina gercek enzime goére ¢ok daha duguk aktivite
gosterir. Enzimin gergek aktivitesi sadece koenzim ve apoenzim bir arada

oldugunda gozlenir [5,6].

Enzim molekilunun belirli bir bélgesinde belirli amino asitlerin olusturdugu bir
kisim bulunur. Protein zincirinin bu bdlgesi enzimin katalitik etkisinden
sorumlu olup “aktif bolge” olarak tanimlanir. Substrat ve eder varsa koenzim
bu merkeze, hidrojen badlari, hidrofobik etkilesimler, iyonik baglar ve / veya
kovalent baglar ile baglanir. Substratin donusime katilan ve katalitik prosesi

yuruten amino asitler de aktif merkezden sayilirlar [7-9].



2.1.1. Enzimlerin etkisi
Enzimlerin etki mekanizmasi iki farkli agidan ele alinabilir. Bunlardan birincisi
tepkime suresince gerceklesen enerji degisikliklerinin, digeri ise kataliz

sirasinda aktif bolgedeki yapisal degisikliklerin incelenmesi ile iligkilidir.

Aktivasyon enerijisi

Molekaullerin birbirleri ile reaksiyona girebilmeleri icin disaridan enerji almalari
gereklidir. Butun kimyasal tepkimelerde aktivasyon enerjisi olarak bir ener;ji
engelinin agiimasi gerekmektedir. Reaksiyonun hizini belirleyen en 6nemli
faktor aktivasyon enerjisi (E;) denilen bu enerji ihtiyacinin buyaklagudur.
Enerji engeli ne kadar yuksek olursa birim zaman igerisinde bu engeli asan
molekullerin sayisi da o oranda az olacaktir. Reaksiyon hizini artirabilmek
icin sisteme kimyasal veya biyolojik bir katalizor ilave edilebilir. Bu durumda
katalizor substrat ile (ES) kompleksi yaparak aktivasyon enerjisini asagilara

cekebilir.

ES kompleksinin olugmasi ile daha ¢ok substrat aktivasyon enerji engelini
asabilmekte, reaksiyon hizi artmakta ve birim zamanda olusan udrin miktari
artmaktadir. Reaksiyon sonunda serbest kalan enzim ortamdaki diger
substrat molekullerine baglanarak onlarin da aktivasyon enerjisini dusurecek
ve onlarin da Urine donusumunu hizlandiracaktir. Genel olarak aktivasyon

enerjisi dusuk olan tepkimelerin hizlari yuksek olmaktadir.

Hucresel kosullarda enzimler daha dusuk aktivasyon enerjisi gerektiren
alternatif yollar olusturarak tepkimelerin gergeklesmesini saglamaktadir.
Enzimle katalizlenen reaksiyonlarin ¢ogu katalizlenmeyen reaksiyonlara gore
10° ile 10°® kere daha hizli olarak gerceklesir. Tipik olarak bir enzim molekdli
saniyede 100-1.000 substrat molekulunu urtGine gevirme yetenegine sahiptir.
Enzim bagina dugsen urlne c¢evrilmis substrat molekull sayisina “Turnover

sayisl” denir [6,7].



Aktif bolgedeki degisiklikler

Aktif yerler bir serit yarik, ¢atlak, oyuklardir ve kataliz icin gerekli temel polar
artiklarda ihtiva ederler. Yapilari bilinen enzimlerin hepsi de substrat
molekulleri gogunlukla suyun ayrilmasi ile yarik veya catlaklara baglanirlar.

Aktif yerler bir enzimin toplam hacmine oranla kuguk bir kismini tegkil eder.

Aktif merkez, bir enzimin substrata yapistigi bdlge, bir de kataliz olayinin
gerceklestirildigi bolge (katalitik yer) olmak Uzere 2 kisimdan olusur. Bir
enzimin yapisindaki amino asit artiklarinin ¢gogu subtratla temas halinde
degildir. Bircok enzimde katalitik yerde serin, sistin, histidin, tirozin ve lizin

bulunur.

Aktif merkez ile substrat, bir anahtar ile kilit gibi birbirine uygunluk gosterir.
Bu sekil Emil-Fischer’in tarif ettigi “anahtar ve kilit” durumuna uyar. Ancak
substrat ile bulustuktan sonra enzim 6zel yapisini almakta ve substrat aktif
bolgeye baglanmaktadir. Bu dinamik tanima olayina “induklenmis uyum”

veya “sonradan olma uyum” denir [4,5,7].



m SUBSTRAT

Aktif Merkez

ES Kompleksi

A-JAnahtar kilit
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Sekil 2.1. Substratin enzime baglanmasinda anahtar-kilit ve induklenmis
uyum hipotezinin sematik modeli

2.1.2. Enzimlerin uygulama alanlari

Enzimlerin endustriyel analitik ve tibbi uygulamalari guin gectikge
yayginlasmaktadir. Enzimlerin katalitik potansiyelleri yalniz analitik amaclar
icin deg@il ayni zamanda sentetik amaclar ve modifikasyonlar icin de
degerlendiriimektedir. Bu gergcevede basta gida sektoru olmak Uzere, ilag
sanayi, kimya sanayi, deri ve tekstil sanayi gibi bircok sanayi dalinda

enzimler genis uygulama alanlari bulmusglardir.

Yeterli kosullarin saglanmasi durumunda etkilerini gosterebiliyor olmalari
enzimlerin dogal ortamlarinin disindaki pek c¢ok alanda yaralanabilme

imkanini ortaya ¢ikarmaktadir.



Endustride kullanilan enzimlerin yaklasik % 30-35’i deterjan sanayinde, %
20-25'i nisasta ile ilgili alanlarda, % 20’si sut ve sut UrUnleri sanayinde
kullaniimaktadir. Bira, meyve ve sarap, unlu mamuller, tekstil, kagit, deri ve
yem sanayinde kullanilan enzimler i¢in her alanin yaklasik % 1-5 arasinda bir

pay! bulunmaktadir [9].

2.2. Enzim immobilizasyonu

Enzimler 6zel bazi bioorganik reaksiyonlarin olusumunu hizlandiran ve
verimini arttiran protein yapisinda molekulleridir. Cok yuksek katalizleme
glcune sahip olan protein yapisindaki enzimler metabolizmaya katilan
madde molekullerini etkinlestirirler. Sekerlerden alkolin tesekkull, peynir
yapilmasi, sarabin sirkelesmesi ve idrarda amonyak tesekkull gibi enzimatik

olaylar gok eski zamanlardan beri bilinmektedir [10].

Protein yapilarindan dolayi enzimler isi, 11k, basing, kuvvetli asit ve baz
etkisi ile bozunurlar. Aslinda her enzimin kendine 6zgu sicaklik, pH ve basing

kosullari bulunmakla beraber etkinlik optimumu 40°C dolaylarindadir.

Endustriyel uygulamalarin ¢odu sulu ¢ozeltilerde gergeklestirildiginden
katalizor olarak kullanilan serbest enzimin, aktivitesini yitirmeden geri
kazanilmasi olduk¢ca zor ve pahali bir proses gerektirir. Serbest enzim,
reaksiyon ortamindan istenilen anda uzaklastirilamadigindan reaksiyonun
kontrolt ¢ok gugtur. Reaksiyonun istenilen anda durdurulmasi igin inhibitor
katilmasi dusunulebilir. Ancak serbest enzim tarafindan Kkirletilmis olan
reaksiyon Urlinlerine bdylece yeni bir kirlilik unsuru eklenmis olacaktir. Uriin
veya urunlerin bu kirlilik unsurlarindan aritilmasi maliyeti ¢ok arttirmaktadir.
Katalizor olarak kullanilan serbest enzimi reaksiyon ortamindan aktivitesini
yitirmeden c¢ikarabilmek zor oldugundan enzimin yeniden kullaniimasi da s6z
konusu degildir. Bu ise enzimlerin ¢ok spesifik ama o olglide pahali katalizér
olmalari nedeniyle maliyeti yukselten onemli bir etmendir. Ayrica serbest

enzimler surekli Uretim sistemlerine de uygulanamazlar [10-12].



Bilim adamlari tUm bu sorunlari olumlu yonde ¢dzUmleyebilmek, enzimleri
endustriyel ve biyoteknolojik alanda daha c¢ekici hale getirmek igin, daha
ekonomik ve kullanigh hale getirilme olanaklarinin arastiriimasina
yonelmislerdir. Bdylece enzimlerin isisal, mekanik ve kimyasal kararlliklarini
arttirma ve birgok kez kullanilabilme duguncesi immobilize enzim olgusunu
dogurmustur. Ozellikle son yillarda gida ve ilag sanayilerinde, analitik kimya
uygulamalarinda saf Urlin elde etmek amaciyla katalizér olarak kullanilan
enzimlerin immobilize edilerek teknolojide de kullaniimalari blydk 6nem
kazanmistir. Ozellikle son 30 yilda enzim immobilizasyonu Uzerine
arastirlamalar yogunlagmis olup bu alanda yapilan yayinlarin sayisi yildan

yila artmaktadir.

Enzimler suda ¢bzinmeyen bir makrikse baglandiklarinda , matriksin iginde
tutuklandiklarinda veya katalitik etkileri kaybolmadan  birbirlerine
baglandiklarinda immobilize olurlar. immobilize enzimlerin  dzellikleri

kullanilan metoda ve matriksin yapisina bagli olarak degisebilir.

immobilizasyon islemi ile:

1. immobilize enzimin optimum pH ‘ si degisebilir.

2. Ky, degeri immobilizasyondan etkilenebilir

3. Enzimin optimum sicakliginda artislar olabilir.

4. Matriks enzim igin yeni bir ortam olusturarak enzimin aktivitesini degisik
yollardan etkiler. Enzimin aktif bolgesi degisiklige ugrayabilir veya matriks

substratin hareketini engelleyebilir [10].

Matriks enzim igin yeni bir ortam olusturarak enzimin aktivitesini degisik
yollarla etkiler. Kelime anlami olarak hareketi sinirlandirma anlamina gelen
“immobilizasyon” tutuklanmis enzim molekullerinin surekli bir islemde

kullaniimasidir.

Enzim molekdllerinin tutuklanma islemi :

1. Enzimin suda ¢6zinmeyen polimere kovalent olarak baglanmasi



2. Suda ¢o6ziinmeyen organik veya inorganik desteklerde adsorpsiyonu
3. Suda ¢ézunmeyen jel matriksler veya yari gegirgen mikrokapsuller icinde
tutulmasi suretiyle yapiimaktadir. Her durumda enzimin yerlesmesi i¢in suda

¢6zlinmeyen bir materyal gereklidir [10].

Son yillarda immobilizasyon teknolojsinin Onemi hizla artmakta olan
arastirma alanlarinin basglicalarindandir. Uygun destek maddelerine ilag,
protein, enzim, mikroorganizma, bitki yada hayvan hucreleri yuksek
duzeylerde tutuklanip yapay organ sistemleri biyosensor ve reaktor
uygulamalari ile kontrolli ilag salinim sistemlerinde yaygin bir bigimde

kullaniimaktadir.

Tarihte ilk enzim immobilizasyonu Nelson ve Griftin (1916) tarafindan
adsorpsiyon yontemi ile gergeklestiriimistir. Modern anlamda ise ilk olarak
Grubhofer ve Schleith (1954) tarafindan bazi immobilize enzim tarevleri
hazirlanarak kinetik parametreleri incelenmistir. Daha sonra bu alandaki
calismalar dinyanin her tarafinda popularite kazanmis olup enzimler degisik

amag ile immobilize edilmigtir [13].

Basta Amerika Birlesik Devletleri ve Japonya olmak Uzere birgok Ulkede
immobilize enzimler yardimiyla Uuretim yapan fabrikalar kurulmustur.
Ulkemizde ise bu konuda endistriyel boyutta herhangi bir uygulamaya hen(z

rastlanmamistir [10,13].

Enzimlerin adlandiriimasinda oldugu gibi immobilize enzimler i¢in kullanilan
terimlerde de bir kargasa meydana gelmistir. Suda ¢dzlinmeyen enzim,
baglanmis enzim, matrikse bagl enzim, tutuklanmis enzim gibi terimler de
kullanilmigtir. 1971 yilinda yapilan 3.Biyoteknoloji Biyomuhendislik
Sempozyumu ve 1.Enzim Mduhendisligi Konferansinda “immobilize enzim*
terimi tavsiye edilmis bdylece modifiye enzimlerin isimlendiriimesine aciklik

getirilmistir. immobilize enzim gergeve bir isim olup tim degerleri kapsarken
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“tutuklanmig®, “¢cozunmez hale getirilmis®, “baglanmis® gibi terimler yalniz alt

bir immobilizasyon yontemini ifade etmektedirler [10].

Enzim immobilizasyonunda dikkat edilmesi gereken hususlar, enzim
immobilize edilirken aktif merkezin bu islemlerden kesinlikle etkilenmemesi
gerekir. Aktif merkezde iki bolge vardir. Bunlardan biri katalitik merkez digeri
ise substrat spesifikligi saglayan merkezdir. Aktif merkezdeki amino asitler
veya merkezin U¢ boyutlu yapisi degdisirse katalitik aktivite dlser ve substrat
spesifikligi degisir. immobilizasyonun saglikli olabilmesi icin enzimin
yapisinin ¢ok iyi bilinmesi gerekir. Enzim ile destek arasinda herhangi bir
baglanma s6z konusu ise bu baglanmanin aktif merkez Uzerinde
gerceklesmeyeceqi destekler segilmeli veya immobilizasyon iglemi sirasinda
aktif merkez korunmalidir. Bu koruma goérevi bazen kompetitif inkiibator
tarafindan saglanir. immobilizasyon iglemi liman kosullarda
gerceklestiriimelidir. YUksek basing , kuvvetli asidik veya bazik ortam |,
organik ¢ozluculer veya yiuksek tuz konsatrasyonu ile muamele

denaturasyona dolayisiyla aktivite kaybina neden olur [10].

immobilizasyon yéntemi segiminde :
e Guvenirlik

e Enzim aktivitesinin korunmasi

o Maliyet

e immobilize enzimin kararlihgi

dikkat edilmesi gereken 4 ana husustur.

Enzimatik aktivitenin korunmasi ¢ok dnemli olup, 6zellikle kovalent baglanma
ile immobilizasyonda enzim ile destek arasinda olusan baglarin aktiviteyi ve

kararlihgi dogrudan etkiledigi goz onunde bulundurulmalidir.

Destek seciminde ise, immobilizasyon yontemi birim hacimdeki aktivite ve

istenen mekanik ozellikler Gizerinde durulur. iyonik veya kovalent baglanma
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ile gerceklestirilen immobilizasyonda desteknin fonksiyonel gruplar icermesi
zorunludur. Yukla desteklerin kullanilmasi enzimin optimum pH’sinin 1-2
birim, K, degerinin ise 10 kati kadar degisimine sabep olabilir. Substrat
bayluk ise tutuklanma ydéntemleri ve poréz destekler uygun degildir.
Gozeneksiz destekler icin enzim aktivitesi, destek partikilin dis ylzeyi ile

orantilidir.

immobilizasyon sirasinda enzim molekilleri konformasyonel degisiklige
ugrayabilir. immobilize enzimin zincir hareketleri gesitli faktdrlere baghdir.

Bunlar asagida verilmistir.

> immobilizasyonda kullanilan kimyasallarin tipi
» Destek ile enzimin kargilikh etkilesmesi

» Aktiflestirici veya capraz baglayici kimyasallar ile enzimin etkilesmesi gibi.

Enzimler icinde bulunduklari ¢evre tarafindan etkilenirler. Enzimin kati destek
Uzerinde immobilizasyonu enzimin etrafindaki mikrogevreyi etkileyebilir. Buda

enzmin gorunen davranislari Uzerinde bazi degisiklikler olusturur [14].
immobilize enzimlerin en 6nemli avantajlari su sekilde siralanabilir [10,15].
1. immobilize enzimler , reaksiyon ortamindan kolayca uzaklastirilabilir.

(stizme, santriftjleme gibi ) ve Urunlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir

problem yaratmaz.

2. immobilize enzimler, cevre kosullarina (pH, sicaklik vb.) karsi
dayaniklidir.
3. immobilize enzimler birgok kez ve uzun siire kullanilabilir.

4. Immobilize enzimler dogal enzime gore daha kararlidir.

5. immobilize enzimlerde Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

6. immobilize enzimler, birbirini izleyen ¢cok adimli reaksiyonlar icin
uygundur.

7. immobilize enzimler bazi durumlarda serbest enzimden daha ylksek bir
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aktivite gosterebilirler.

8. Immobilize enzimlerde kendi kendini pargalama olasihgi azdir.

Enzimin immobilize edilmesinin bazi dezavantajlari da vardir. Bunlarin

baglicalari asagida 6zetlenmistir [16].

1. immobilizasyon islemi boyunca enzim aktifligi azalabilir veya
kaybolabilir.
2. Cok basamakli immobilizasyon islemlerinde enzim kararhligi sinirhdir.

3. Enzim desteklerinin maliyeti yuksektir.

2.2.1. Enzim immobilizasyonunda destek segimi

Enzime gore destek secimi ¢ok Onemlidir. Destek seciminde partikdl
blayukligu, toplam ylzey, hidrofilik gruplarin hidrofobik gruplara orani ve
destegin kimyasal bilesimi kriterleri esas alinir. Baglanmig enzim miktari ve
enzimin immobilizasyon sonrasindaki aktivitesi destegin yapisina baglidir.
Genel olarak destegdin hidrofil karakteri ve yuzeyi arttik¢a birim destek basina

bagli enzimin miktari da artar.

Enzim immobilizasyonunda dogal veya sentetik birgok organik ve inorganik
materyal kullanilmaktadir. Destek membran, suda ¢ozunmeyen kati veya

polimer olabilir. Destekte olmasi gereken 6zellikler asagida verilmigtir [15,17].

= Hidrofil karakter

» Suda ¢ézlinmeme

= GOzenekli ( pordz ) yapi

» Mekanik kararllik ve uygun partikul formu
» Kimyasal ve termal kararlilik

» Mikroorganizmalara kargi direnglilik

= Zehirsizlik

» Rejenere olabilme
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» Kovalent baglanmada kullanilacak destekler iliman kogsullarda reaksiyon

verebilen fonksiyonel gruplar tagimali

Enzim immobilizasyonunda en yaygin kullanilan destekler Cizelge 3.1’ de

verilmistir.

Cizelge 2.1. Yaygin olarak kullanilan destekler

Anorganik Dogal Polimerler Sentetik Polimerler
Kil , cam Sellloz Polistiren turevleri
Silikajel Nisasta Poliakrilamitler
Bentonit Dekstran Naylonlar

Hidroksiapatit

Agar ve agaroz

Vinil ve alil polimerleri

Titandioksit Karragenan Oksiranlar
Zirkonyumdioksit Kollojen Metakrilat polimerleri
Nikeloksit Kitin ve kitosan lyon degistirici recineler
Pomza tasi Jelatin Maleik anhidrit polimerleri
Aktif karbon AlbUmin

Metaller ipek

Metal oksitler Aljinat

2.3. immobilizasyon Yéntemleri

immobilizasyon enzim molekdllerinin hareketini veya serbest diflizyonunun

sinirlayan bir proses olarak tanimlanabilir. Genellikle bu proses suda

¢ozunmeyen bir destege baglanmasi ile gergeklesir.

19601 yillardan

immobilizasyon

yontemleri

yana enzimlerin

gelistirilmigtir.

immobilizasyonu igin  birgok

Genel olarak enzimlerin

immobilizasyon yontemleri sekilde verilmistir [10,18].
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Enzim immobilizasyon

Yontemleri
Baglama Tutuklama
Capraz Enzim Taslyiclya Jelde Mikro Lipozom
Baglama Kopolime- Baglama tutuklama kapsulleme teknigi
rizasyonu
Fiziksel Adsorpsiyon fyonik Selat Kovalent Biyospesifik
adsorpsi- ve gapraz baglama baglama baglama baglama
yon baglama

Sekil 2.2. Enzim immobilizasyon yontemleri

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak yontemi segerken, immobilizasyon
sirasinda veya immobilizasyondan sonra enzim aktif merkezinin zarar
gormeyecegi bir yontem olmasina dikkat edilmelidir. Boyle bir segim
yaparken enzimin yapisi ¢ok iyi bilinmelidir. Enzim ile destek arasinda
herhangi bir baglanma s6z konusu ise ya bu baglanmanin aktif merkez
Uzerinden gerceklesmeyecegdi destekler secilmeli yada immobilizasyon islemi

sirasinda aktif merkez korunmalidir [19].

Enzim immobilizasyon yontemleri ¢ok farkli kaynaklarda degisik sekillerde
siniflandirimalarina karsin fiziksel ve kimyasal olmak Uzere iki ana baslik

altinda toplanabilir.

1. Kimyasal Yontemler

» Kovalent baglanma

» Capraz baglanma

2. Fiziksel Yontemler

= Adsorpsiyon ile immobilizasyon

» Hapsetme ile immobilizasyon
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» Mikrokapsul ile hapsetme yontemi

» Kafes tipi hapsetme yontemi

2.3.1. Kimyasal yontemler

Bu yontem, suda ¢ozinmeyen aktiflestiriimis polimer ile enzim arasinda
kovalent bag olusumu veya birden fazla enzim molekult arasinda ¢apraz bag
olusumunu gerektirir. Bu ydntem c¢ogunlukla tersinmezdir yani serbest

enzimin yeniden geri kazaniimasi mumkun degildir [20,21].

Kimyasal yontemle immobilizasyonla birlikte enzimin kimyasal ve fiziksel
Ozellikleri de degisebilir. Bazi organik fonksiyonel gruplar ¢ikarilarak , farkl
yapida ve aktivitede gruplar elde edilebilir. Boylece immobilize edilmig
enzimlerin, serbest haldeki Ozelliklerine gobre degismeler gozlenebilir.
Kararlihk ve dayaniklilik acgisindan pek c¢ok ustunltkleri ortaya c¢ikarken

kinetik dzelliklerinde de farkliliklar gorular.

Kimyasal baglanma yonteminde suda ¢ézinmeyen fonksiyonlu polimer ile bir
veya daha ¢ok enzim molekullu arasinda en az bir kovalent bagin meydana

gelmesi gerekmektedir [20].

Kimyasal yontem ile immobilize edilmis enzimin serbest haline goére farkl
aktiviteye sahip olmasinda, segilen enzim ve destek maddesinden bagka
spesifik birlesme sartlari da 6nem tagsir. Bir enzimin destegine basarili bir
sekilde baglanabilmesi ve aktivasyonun saglanabilmesi igin enzim ile
destegin ¢ok 6zel uygulamalardan gegcmesi gereklidir [22]. Elde edilen enzim-
destek sistemi, serbest enzime gore daha duguk katalitik etkinlik
gOsterebilmektedir [23]. Bu durumun buyuk molekdl agirlikli substratlarin ve

makromolekdllerin sterik engellenmesinden ileri geldigi 6ne strdimustar [24].

Kimyasal baglanma ile immobilizasyonun Ustunlugu, immobilize enzimin ¢ok

kararl olmasi, destek maddesinin ¢ok dayanikli olmasi gibi dGnemli avantajlari
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vardir. Bunun yaninda immobilizasyon veriminin sinirli olmasi, reaksiyon
sartlarinin gok 6zel olmasi , kimyasal olarak inert olan destek maddelerine
uygulanamamasi gibi bazi dezavantajlari da vardir [34]. Kimyasal baglanma

ile immobilizasyon iki grupta incelenir.

Kovalent baglanma

Enzim ile suda ¢6zunmeyen aktiflestiriimis destek arasinda kovalent bag
olusumu enzim immobilizasyonunda sik kullanilan bir yontemdir. Bu
yontemin sagladigi yararlar, enzim turevlerinin kararli olmasi ve enzimin

¢Ozeltiye gegcmemesi olarak siralanabilir.

Kolavent bagh enzim sistemleri ile ilgili ilk calismalar Gruphofer ve Schleith
tarafindan 1953 yilinda diazoaktiflenmis poliamino stirene; a-amilaz, pepsin

ve ribonlkleazin immobilizasyonu ile baglamistir.

Kovalent baglanma genellikle enzimin yapisinin ve fonksiyonel gruplarinin
bilindigi durumlarda kullanilir. Kovalent bagli destek-enzim kompleksinin
aktifligi dogal enziminkinden farkh olabilir. Bu farkin buayuklugu destek
materyalin bigim ve buydklugune, etkilesme metodunun dogasina, destek
materyalin bilesimine, enzimin yapisina ve reaksiyon sirasindaki spesifik

sartlara baghdir [25].

Kovalent baglanma ile immobilizasyon, destek ylzeylerde uygun bir
yontemle etkin bdlgeler olusturarak enzim molekilleri ile destek yuzeyler
arasinda kovalent bag olusturur. Enzim molekdlleri destek ylzeye a ve B —
amino gruplar, karboksil, hidroksil, imizadol, sulfidrilgruplari, fenol halkalari
gibi bazi 6zel fonksiyonel gruplar Gzerinden baglanir. Bu gruplardan —SH ve
B-amino gruplari destek ylzeyindeki uygun gruplar ile dogrudan tepkimeye
girebilir. Bunun yaninda —OH gruplari gibi bazi gruplarin destek grupla
tepkimeye girmeden dnce aktive edilmeleri gerekir.
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Baglanmasi istenilen grubun aktivasyonu destek ylzeyinde gercgeklesir,
boylelikle katalitik aktivite azalma riski ortadan kaldirilir. Gruplarin
aktivasyonu icin, -OH gruplarinin siyanojen bromur (CNBr) ile aktivasyonu

veya —COOH gruplarinin klorla aktivasyonu 6rnek olarak verilebilir.

Kovalent baglanma yonteminin en buyuk avantaji, baglarin ¢ok kuvvetli
olmasi, boylece her turli akis ortamindan kullanilabilirligidir. Enzim destek
materyali Uzerinde yer aldigindan substrat ile temasi kolaydir. Ayrica enzim
molekuli ve destek materyali birlikte genellikle 1sil kararlilik gosterirler.
Yontemin dezavantaji, destek materyali ile enzim arasindaki siki etkilesim

enzimin dogdal konformasyonunu bozabilir [26].

Capraz baglanma

Kacuk molekulll iki veya daha c¢ok fonksiyonlu maddeler (reaktifler), enzim
molekulleri ile aralarinda bag vyaparak sonugta suda ¢6zinmeyen
komplekslerin olusmasini saglarlar. Capraz baglanma derecesi ve
immobilizasyon, protein ve reaktif konsantrasyonuna, pH ve immobilize
edilecek enzime c¢ok baglidir. Molekul i¢i baglanmalar yaninda molekuller

arasl| baglanmalarda s6z konusudur [27].

Capraz baglanma ile enzimlerin immobilizasyonu ¢ok basit olmasina ragmen
enzimlerdeki 0zel fonksiyonel gruplarin c¢apraz baglayici olarak
kullanilabilmesi icin gereken sartlarin secimi ve olusturulmasi zordur [28].
Enzim aktifligi; reaksiyon suresi, iyonik siddet, pH, sicaklik, ¢capraz baglayici
madde ve enzim konsantrasyonu gibi faktérlere ve bunlar arasindaki

dengeye baglidir.

Bu yontemin en énemli avantaji, tek bir islemde enzimleri immobilize etmek
icin fonksiyonlu maddelerin kullanilabilmesidir. Yontemin dezavantaji ise
molekuller arasi c¢apraz baglanma reaksiyonun kontrol edilmesindeki

gucluklerdir. Capraz  baglanma reaksiyonu ¢ok 1limli  sartlarda
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gerceklesmediginden bazi durumlarda onemli Olgude aktivite kaybi so6z
konusudur. Bunun yani sira ¢apraz bagh enzimler mekanik bakimdan g¢ok

kararsizdir. Bu sebeplerden dolayi sik kullanilan bir ydontem degildir [10].

2.3.2. Fiziksel yontemler

Fiziksel yontemler kovalent bag olusmasina dayanmayan ,enzimin belirli bir
yere tutturulmasini igerir. Enzim immobilizasyonu elektrostatik etkilesme,
iyonik bag olusumu, proteinler arasi etkilesme gibi belirli fiziksel kuvvetlere
bagll kalmaktadir. immobilizasyon, enzimin destek maddesindeki mikro
bdélmeler icerisinde veya gozenekli membranlarda tutturulmasiyla saglanir.
Bu ydntemi, kovalent baglanma ve g¢apraz baglanma ile immobilizasyondan
ayiran en onemli 6zellik enzim molekulunin kimyasal olarak herhangi bir
desteye baglanmamis olmasidir. Prensipte fiziksel immobilizasyon metotlari
tamamen tersinirdir. Bunun yani sira pek ¢ok 6zel metotta, belirlenen ideal
davraniglar gorilmez ve dnemli dlglide tersinmez bag olusumu goézlenir. Bu
arada cok degiskenli ve kesin bir sekilde siniflandiriimasi mimkin olmayan

immobilizasyon turleri mevcuttur [10].

Adsorpsiyon ile immobilizasyon

Enzim immobilizasyonunda kullanilan en eski ve basit yontemdir.
Adsorpsiyonun asil amaci enzim immobilizasyonu olmayip enzim
saflagtirmaktir. Ancak son 20-25 yildan beri suda ¢ézinmeyen desteklerde
adsorpsiyon yonteminin enzim immobilizasyonunda oldukga sik kullanildigi

gorulmektedir [29].

Yontem; ylzey aktif, suda ¢ézinmeyen kati matriksin (adsorban) enzim
cozeltisi ile karistirimasi ve enzimin asirisinin yikanarak uzaklastiriimasi
temeline dayanir. Enzimin kati matriks Gzeride fiziksel adsorpsiyonuna veya
iyonik baglanmasina dayanir. Fiziksel adsorpsiyonda immobilizasyondan

sorumlu kuvvetler hidrojen badlari, Van der Walls kuvvetleri ve hidrofobik
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etkilesmelerdir. iyonik baglanma ile immobilizasyon proteinin yikli gruplari

ile destek materyalinin karsit yUkleri arasinda gekim kuvvetine dayanir.

Adsorbanlar ¢ok degisik tlirde olmakla birlikte iyi bir adsorpsiyon
saglayabilmek icin genellikle adsorbanin bir 6n igslemden gegirilmesi
gerekmektedir. Enzim immobilizasyonunda en ¢ok kullanilan adsorbanlar,
aktifkarbon, goézeneklicam, diatometopragi, CaCOs, kll, paladyum, silikajel,
bentonit, hidroksiapatit, nisasta, gluta ve kalsiyum fosfattir [28]. Bir enzimin
suda ¢ozunmeyen destekte adsorpsiyonu pH, ¢dzucu, iyon siddeti, enzim

adsorban orani ve sicaklik gibi faktorlere cok bagimhdir.

Metodun dezavantaji, enzim ile adsorban (destek maddesi) arasindaki zayif
baglardan dolayr adsorplanan enzimin kullanim esnasinda destekten
uzaklagsabilmesidir. Bu yontemde enzim aktifligini buylk olgude veya
tamamen korur. Ayrica adsorpsiyon ile immobilizasyon tersinirdir ve buda

destek maddesinin ve enzimin baska amaclar igin tekrar kullanimini saglar.

Hapsetme ile immobilizasyon

Bu yontem polimerik matriks yapisinda veya yari gegirgen membranlarda
enzimin hapsedilmesine dayanir. Enzim sulu monomer veya polimer
¢ozeltisinde ¢ozulur. Polimer olusumu; isiyla, gama radyasyonu veya UV
iIsinlariyla baslatilir ve olusan hidrofilik polimer i¢cinde enzim hapsedilir. Bu
yontem her cesit enzimi, diger biyokatalizorleri, batin hucreleri veya farkl
captaki mikroorganizmalari hapsetmek igin kullanilabilir. Hapsetme ile
immobilizasyon yontemi mikrokapsul ve kafes tipi immobilizasyon olmak

Uzere iki gruba ayrilir [25].

Mikrokapstul ile hapsetme

Mikrokapsul ile hapsetme metodu gozenekleri 10-1000pum c¢apli, yari

gegirgen membranlar icinde enzim molekullerinin hapsedilmesine dayanir.
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Yari gecgirgen membran, buyuk protein ve enzimlerin mikrokapsul digina
cikmasina engel olurken, kuguk substrat ve Urunlerin serbestge girip

¢lkmasina izin verir.

Yari gecgirgen mikrokapsullerin  hazirlanmasinda iki genel metot
uygulanmaktadir. Bunlardan birincisi koagulasyona dayali olup kimyasal bir
reaksiyon igcermeyen basit bir yontemdir. Faz ayrimi polimerizasyonu olarak
adlandirihr. Cozucl igerisinde enzim ve membran maddesi ¢oézilur ve bu
¢ozelti mikrodamlaciklar halinde maddeye aktarilir. Bu yontem ile yapilan
immobilizasyonda, enzim aktivitesinde buyuk olgude bir artis saglanmaktadir
[30]. Teknigin spesifik olmayisi ve basitliginden dolay!r butin enzimlere

uygulanabilmektedir.

Diger mikrokapsulleme metodu, kimyasal oOzellik tagiyan ara yuzey
polimerizasyon metodudur. Bu metotda ¢okturici madde iginde enzim
cozeltisinin  mikrodamlaciklari hazirlanir. iki sivinin birlesme noktasinda
polimerlesme gorulur. Yari gegirgen mikrokapsul membrani, iyi bilinen
poliamit (naylon) sistemi ile yapilir ve ¢ok cesitli diaminlerle, diasit
halojenurleri kullanilarak amit kopolimerleri elde edilir [30]. Bu yari gegirgen
mikrokapsul membranlarinin gézenek g¢aplari, substrat molekuilerinin kapsul
icine girisine ve Urin molekdllerinin ¢ikigsina olanak verecek buyuklukte

olmalidir.

Mikrokapsulleme ile hapsetme yodnteminde herhangi bir modifikasyon
olmadigindan enzim aktifligi serbest enzim aktifligine ¢ok yakindir. Bu
yontem ile oldukga buyUk yuzey-hacim oranina ulasilir [31]. Yuzey-hacim
oraninin bluyuk olmasi mikrokapsul igerisinde olusan enzim substrat
reaksiyonunu arttinir.  Yontemin dezavantajlari, mikrokapsul olusumu
sirasinda yuUksek protein konsantrasyonuna gerek olmasi ve yuksek molekdl
agirhkh substrat ve Urunler igin sinirli olmasidir. Bu dezavantajlara ragmen

enzimler daha ¢ok mikrokapsulleme ile immobilize edilmektedirler.
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Kafes tipi immobilizasyon

Bu ydntem, enzim ¢ozeltisi iginde ylksek derecede ¢apraz bagli bir polimerin
olusturulmasi temeline dayanir. Polimerizasyon ve c¢apraz baglanmanin
olustugu ortamda enziminde bulunmasi ile enzim ¢apraz baglanma sonucu
olusan odaciklarda tutuklanir. Bu amagla en ¢ok kullanilan polimerler N,N-

metilenbisakrilamit ile capraz baglanmig poliakrilamittir.

Polimerlesme sonucu enzim molekulleri ¢apraz bag aglari arasinda
tutuklanmakta ve boylece ¢ozeltiye gegcmeleri engellenmektedir. Yontemde
enzim i¢ceren monomer veya polimer ¢ozeltilerine UV veya gama iginlari

uygulanarak yuksek oranda gapraz bagli bir polimer sebekesi olusturulur.

Kafes tipi immobilizasyonda, enzim molekullerinin tutuklanabilmesi ve
substrat molekullerinin enzim molekullerine ulagsmasi i¢in gapraz bag yuzdesi
ayarlanmalidir. Capraz bag ylUzdesinin asiri olmasi sonucunda substratin
enzim aktif merkezlerine ulasmasi engellebilir veya substrat enzimin zincir

yapisini zorlayip aktivitesini kaybetmesine neden olabilir.

Bu yontemin avantajlari

> Cok kolay uygulanabiliyor olmasi

> Gergek bir fiziksel yontem olmasi

» Cok az miktar enzim ile gergeklesebilmesi

» Capraz bag olusumunda kullanilan gama ve UV iginlari enzim yapisini ve
aktifligini kimyasal proseslerden daha az etkilemesi

» Ortamdaki gapraz baglayici ve monomer konsantrasyonunu degistirmek
suretiyle farkli buyUklikte gdézenek igeren polimerik kafes Uretilebilmesi

» Polimerlesmenin genelde hem kolay hem de hizli bir sekilde

gerceklesebilmesidir [32,33].
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Yontemin dezavantajlari ise; immobilizasyon igleminde, jel olusumu sirasinda
yuruyebilecek kimyasal olaylarin ve reaksiyon sicakhidinin enzimi inaktif hale
getirmesi olanaginin bulunmasidir. Ayrica ¢apraz bagl polimerin ag orgusu
arasindan enzimin sizma ihtimali de mevcuttur. immobilizasyon islemi
sirasinda deney kosullarina ¢ok siki baglh olusu ve immobilize enzimin ancak

kliguk molekullt substratlara karsi iyi bir aktivite gostermesidir.

2.4. Glukoz izomeraz

GI glukozu, daha tath olan fruktoza dénlstiirebilen bir enzimdir (Resim 2.1).
Marshall ve Kooi 1957 yilinda glukoz izomerazi (Pseudomonas hydrophila
dan elde edilmig) kesfetmisler ve enzimatik izomerizasyon ile ticari olarak
uygulanabilir miktarda Uretilmesini saglamislardir. Bu kesifle birlikte Gi’ In
enzimatik izomerizasyonu ile fruktoz Uretilmesine olanak saglanmistir.
Oncelikle suda ¢ozinebilir enzimlerle birlikte reaktérlerde kullaniimistir [34-
36]. Fruktozca zengin misir surubu (High Fructose Corn Syrup; HFCS)
uretiminde ekonomik ilginin artmasindan dolayi, nigasta ureten yada ithal
eden birgok lilkede IGI ile glukozun fruktoza endistriyel enzimatik déniigimii
dikkate alinmaya baslanmistir [37,38]. Gunumuzde Avrupa Birligi
Ulkelerinde, gelistiriimis kolonlarda iGi kullanilarak nisastanin hidrolizinden
elde edilen konsantre surubun surekli izomerizasyonu ile fruktoz ve HFCS
uretilmektedir [37,39].
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Resim 2.1 .Streptomyces Rubiginosus dan elde edilen glukoz izomerazin

X-1gin1 kirtnimi ile ¢ekilmis fotografi [40]

Nisastanin sivilastirilip hidroliz edilmesiyle “misir surubu” elde edilir. Misir
nigsastasindan saflastirma ile besin degeri olan sakkaritler elde edilir, fakat
endustride kullanimi sinirhdir. Glukoz, sakarozdan daha az tathdir ve besin
sanayinde sakarozun yerini alamaz. Glukozun fruktoza donusimu bir grup
tepkimelerle bazik kosullarda ve ylksek sicakliklarda olur. Bazik
izomerizasyon segici degildir, renkli yan drunlerin olugmasina neden olur ve
bunlarin  uzaklagtiriimasi pahalidir. Diger taraftan segici enzimatik
izomerizasyon ile Urun olarak fruktoz ve glukozdan baska bir monosakkarit
meydana gelmez. Yeterli seviyede (%10) fruktoz igeren misir surubu;

fruktozca zengin misir surubu (HFCS) olarak adlandirilir. %42 fruktoz igeren
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HFCS sakaroza esit miktarda, standart oranda tatlilik icerir. HFCS eldesinde,
glukozun fruktoza donligumu sanayide 6nemli bir tepkimedir (Sekil 2.4). Misir
nisastasindan elde edilen glukoz surubu IGi ile kiitlece %42 lik fruktoz

surubuna doénusturdlebilir.

Glukoz surubundaki peptid, aminoasit ve tuz gibi safsizliklar aktif karbonla ve
sonra iyon degistiricilerle, glukoz surubundaki proteinler ise sizme yolu ile
uzaklastirihrlar. Bu saflastirma basamaklarindan sonra glukoz surubu,
izomerizasyon icin reaktorin ilgili bélimine gelir. Surubun reaktérde uzun
bekleme suresi, yan UrUnler olugsmasina ve pH’ nin diugsmesine neden olur.
Bu da enzim aktifligine ve kararliigina olumsuz yonde etki eder. Neticede
reaktorde kisa bekleme suresi 6nem kazanir, bundan dolay! sabit yatakl
reaktorler kullaniimaktadir [41-43].

CH,OH

Sekil 2.3. Glukozun fruktoza donusum tepkimesi

Glukoz izomerazin izomerizasyon kinetigi asagida 6zetlenmistir.

Enzimlerle katalizlenen bazi tersinir tepkimelerin kinetigi, glukozun fruktoza
izomerizasyonu gibi, Briggs-Haldane mekanizmasi ile gosterilebilir
[37,42,44 ,45)].

K +1 K +2

X
K _4 (2

E : Aktif serbest glukoz izomeraz

G+E F+E




G : Glukoz
F : Fruktoz

25

X : Aktiflesmis kompleks (enzim ile glukoz arasinda (EG) veya enzim ile

fruktoz arasinda (EF))

Bu mekanizmaya gore Michaelis-Menten sabitleri asagida verilmigtir.

K+ Kiz Ko+ Ki2
Kni= ——— Kng= ———
k+1 k_2
Fq Vmak,i X Km,g
K= =
Gy Vmak,g X Km,i

Vmak = maksimum hiz

Vmaki= Ileri tepkime igin maksimum hiz

Vmak,g= Geri tepkime igin maksimum hiz

Km= Michaelis-Menten sabiti

Kmi= Ileri tepkime icin Michaelis-Menten sabiti
Km,g= Geri tepkime icin Michaelis-Menten sabiti
K= Denge sabiti

Gg4= Denge glukoz derigimi

Fq= Denge fruktoz derigimi

Enzim tepkime hizi, V, Michaelis-Menten Esitligi ile verilir.

Vimak X S
V= —— Michaelis-Menten Esitligi
Kn+S

Michaelis-Menten Esitliginin dizenlenmesi ile Lineweaver-Burk Esitligi elde

edilir.
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1 Km 1 1
= X + Lineweaver-Burk Esitligi
V Vmak S Vm

Lineweaver-Burk Esitligine gore, 1/V nin 1/S ye karsi ¢izilen grafigi bir dogru
verir. Bu dogrunun y-kaymasi 1/Vma degerini verir ve maksimum hiz
hesaplanir. Maksimum hiz bulunduktan sonra egimden (egim=K,/Vmnak) veya

x-kaymasindan K, hesaplanir.

2.5. Glukoz

D-Glukoz (CgH1206, MA:180.16), erime noktasi 146 °C olan alti karbondan
olusmus bir sekerdir ve pek cok meyve suyunda bulunur (Sekil 2.5). insan
diyetinin buyuk bolumunu glukozun serbest veya polimerlesmis hali olugturur.
Glukoz ve glukoz iceren suruplar endustriyel olarak nisastadan
uretilmektedir. Bu islem igin genelde misir nisastasi kullanilir. Misir nisastasi
haricinde arpa, bugday, piring, patates nisastasi veya diger nigastalar da
kullanilabilir. Dinyada Uretilen misir nisastasinin %70’ i glukoz igeren

tatlandiricilara donuasturalur [46,47].

Sekil 2.4. Glukozun yapisi
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2.6. Glukoz izomerazin immobilizasyonu ile ilgili Yapilan Galismalar

Lee ve arkadaslari tarafindan 1976’ da yapilan g¢alismada, glukoz izomeraz
enzimi (GI) aktiflestirilmis gdzenekli cam Uizerine kovalent baglanma ile
immobilize edilmistir. Serbest enzimin aktiflik tayini pH 7,0’ da yapilmistir. Gi
aktifliginin Mg ve Co*" iyonlariyla arttigi gériilmistiir (pH 7,0 ,sicaklik 55 °C,
Mg** derisimi 0,01 M Co*" derisimi 10* M ve substrat derisimi 1,0 M
alinmistir). Mg®* derisimi 0,1 M oldugunda en yiiksek aktiflik gdzlenmistir.
Ortama Co?" iyonlari eklendiginde bu aktiflik % 40 artmistir. inceleme pH 5,4-
7,0 arasinda yapiimigtir. Maksimum aktiflik pH 7,0’ da gézlenmigtir. pH 5,0’ in
altinda aktiflik gdzlenmemigtir [48].

D.Y Ryu ve S. H. Chung tarafindan 1977’ de yapilan calismada, fruktoz
surubunun Uretilmesinde siirekli Gi reaktor sistemleri incelenmistir. Aktiflik
tayini glukoz ve fruktoz ¢ozeltilerinde (0,1 M, 0,2 M, 0,3 M, 1,0 M) fosfat
tamponu ile pH 7,0’ de 70 °C’ de yapilmistir. Fruktoz tayininde sistein-
karbazol metodu, glukoz tayininde glukoz oksidaz metodu kullaniimigtir. Isil
islemle hiicresinde kurutulmus Gi enzimi Streptomyces Phaeochromogenus
dan hazirlanarak ¢ift yonlu substrat tepkime kinetigi, glukoz ve fruktozun
izomerizasyonunda caligiimigtir. Ky,; degeri 0,238 M, K, g degeri 0,49 M, Vy;
degeri 8,75x10™° mol/L.dak, Vm,g degeri 0,0132 mol/L.dak olarak bulunmugtur
[49].

W. P. Chen ve A. W. Anderson tarafindan 1979 da yapilan galismada,
Streptomyces Flavogriseus dan elde edilen Gi, dietilaminoetil (DEAE)-seliiloz
uzerine immobilize edilerek, serbest enzim ve 1sil iglemle hucresinde
kurutulmus Gi ile bazi parametreler karsilastiriimistir. Substrat olarak glukoz
ve xylose kullaniimigtir. Hiicresinde kurutulmus GI' in substrata olan ilgisi
yani Ky, degeri serbest enzime gore daha yuksek ¢ikmistir. Serbest enzim ve
immobilize enzim igin optimum sicaklik 70 °C, hiicresinde kurutulmus Gi igin
75 °C olarak bulunmustur. Serbest ve immobilize enzimler igin optimum pH

degeri 7,5 olarak tespit edilmistir. IGi ve hiicresinde kurutulmus enzim
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akiskan yatakli kolonda Mg** ve Co?* varli§inda 70 °C’ de 5 giin glukozun

surekli izomerizasyonu incelenmistir [50].

Gong ve arkadaslari tarafindan 1980’ de yapilan calismada, Gi saflastiriimis
ve dzellikleri incelenmistir (Gi actinoplanes missouriensis den elde edilmistir).
Serbest Gi iyonik adsorpsiyonla DEAE-seliiloz kolonlarinda immobilize
edilmistir. Ayrica kovalent baglanma ile jelatin ve kazein Uzerine immobilize
edilmistir. Enzim aktifligini incelerken, fruktoz cozeltisine pH 7,0’ da Mg** ve
Co?* iyonlari ilave edilmis, optimum kosullar belirlenmistir. Gi pH 7,0-7,5
arasinda ve 60 °C’ de maksimum aktiflik gostermistir. pH 7,0’ in (zerinde
enzimatik ve kimyasal izomerizasyon olmustur. Aktiflesme enerijileri kimyasal
ve enzimatik izomerizasyon igin sirayla 0,1 ve 1,4 kcal/mol olarak
bulunmustur. Km; degeri 1,33 mol/L, Km g degeri 1,67 mol/L olarak verilmigtir
[51].

J. Gram ve M. D. Bang tarafindan 1990’ da yapilan galismada, ticari iGi
(Sweetzyme Q, NOVO) ile glukoz izomerizasyonunun termodinamigi ve
tepkime kinetigi incelenmistir. Fruktoz tayinleri sistein-karbazol metoduna
gore yapilmigtir [41].

M. Sushama Gaikwad ve V. Vasanti Deshpande 1992’ de yaptiklari bir
calismada glukoz izomeraz Indion 48-R reginesine adsorpsiyon ile
immobilize edilmistir. Adsorpsiyon kapasitesi ve aktifligi sirasiyla % 60 ve 25
U g bulunmustur. Enzim kararlihginin yiiksek sicaklik ve asidik pH’ larda
immobilizasyon ile arttigi belirlenmistir. immobilize glukoz izomerazin 7.

kullanim sonunda aktifliginin %61’ ini korudugu gézlenmistir [52].

Houng ve arkadaglari tarafindan 1993’ de yapilan galismada, GI’ in Indion
48-R (capraz bagl, blyuk go6zenekli, iyon degistirici polistiren recine)
Uzerinde immobilizasyonu incelenmistir. Serbest ve immobilize enzim ayni
pH (1 M Co?** ve 5 pM Mg?* igeren fosfat tamponu) ve sicaklikta maksimum
aktiflik gostermistir (pH: 7,0 ve sicaklik 70 °C). Serbest enzim 80 °C’ de
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aktifligini tamamen korurken, immobilize enzim ayni sicaklikta % 30’ unu
korumustur. immobilizasyon neticesinde K, dederinde artma, Vmak degerinde
azalma gdzlenmistir. IGI’ in depolama kararlili§i yliksek bulunmus ve 30 giin
sonunda aktiflikte bir azalma gdzlenmemistir. iIGi bes kez kullanim sonunda

aktifliginin yaklasik % 40’ ini kaybetmistir [53].

Fournier ve arkadaglari tarafindan 1996’ da yapilan ¢alismada, yeni bir pH
kontrol sistemi kullaniimistir. Ticari iGI icin optimum pH 7,5 olarak

bulunmustur [54].

Weigel ve arkadaslan tarafindan 1996 da yapilan calismada, cesitli
sekerlerin immobilize enzimler ile puskurtmeli akim analizi ydntemi ile yapilan
calismalarinda optimum pH 7,5 ve Mg** derisimi 90 g/L olacak sekilde
ayarlanmigtir [55].

A. Converti ve M. C. Borghi tarafindan 1997’ de yapilan ¢alismada, ticari iGi
(Sweetzyme T) kullanilarak (batch test) glukozun izomerizasyonunda
termodinamik parametreler Uzerinde enzim immobilizasyonunun etkileri
incelenmistir (pH 7,0; sicaklik 60-80 °C, G, ve F, 0,3 M, 0,5 M, 1,0 M, 2,0 M).
Glukoz ve fruktoz tayinleri HPLC ile yapilmigtir. 60 °C’ de Vn,; degeri
4,75x10® mol/L.dak, Kn,; degeri 0,70 moliL, Vm,g degeri 3,1 1x10°® mol/L.dak,
Km,g degeri 0,45 mol/L olarak bulunmustur [37].

V. Bravo ve arkadaslarl tarafindan 1998’ de vyapilan calismada, IiGi
(Sweetzyme A) ile 60 °C’ de fruktoz-glukoz enzimatik izomerizasyonunun
kinetik calismasi yapilmistir. Michael-Menten sabiti, K,, 1,24 M olarak
bulunmustur [56].

Y. B. Ge ve arkadaslar tarafindan 1998’ de yapilan galismada, molekuler
depolama teknidi kullanilarak gbézenekli p-trimetilamin polistiren (TMPS)
boncuklarina bilayer glukoz izomeraz immobilize edilmistir. IGI’ in aktifligini

etkileyen bazi faktorler optimize edilmistir. Enzim derigimi 308 IU/ml, enzim-
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matriks orani 924 |U/g, islak tasiyici ve hekzametilen bis(trimetilamonyum
iodin) derigimi 15 mg/ml iken, immobilize bilayer glukoz izomeraz maksimum
katalitik aktiflik (2238 IU/g kuru jel, %68,5) gostermigtir. Yari dmra pH 8,5 ve
60 °C’ de yaklasik olarak 45 giin bulunmustur [57].

E. Palazzi ve A. Converti tarafindan 1999’ da yapilan ¢aligmada, glukozun
fruktoza izomerizasyonunda kinetik parametreler ve IGi (Sweetzyme T) In
inaktivasyonu degisik kosullarda incelenmistir (pH 7,0, sicaklik 60 °C iken
0,05 M ik tampon ¢ozelti kullaniimistir). Glukoz ve fruktoz olgiimleri HPLC ile
yapilmistir [42].

Ge ve arkadaslar tarafindan 1999’ da yapilan calismada, Gi ve glukoamilaz
(GA) In blyuk gbézenekli trimetilamin polistiren (TMPS) tanecikleri tzerine
molekiiler depolama teknigi ile koimmobilizasyonu incelenmistir (Gi
actinoplanes missouriensis den elde edilmistir). GI’ in aktifligi 1780 1U/ml
olarak verilmistir. GI' in immobilizasyonu pH 7,0 ve 4 °C de TMPS {zerinde
yapiimistir. Enzim aktifligi sistein-karbazol metodu ile tayin edimistir. iGi
aktifligi; 1,0 umol fruktozun 1 dakikada 0,1 M fosfat tamponunda (pH 7,0),
60 °C de olusmasi igin gereken enzim miktari olarak verilmistir. iGi in ve Gi
In maksimum aktiflikleri pH 7,3 civarinda gézlenmistir. iIGi 75 °C de

maksimum aktiflik gostermistir. Ky, artarken Vmax azalmigtir [43].

H. S. Lee ve J. Hong tarafindan 2000’ de yapilan ¢alismada, immobilize
enzim-ceket reaktorinde immobilize D-glukoz izomerazin (Sweetzyme T, EC
5.3.1.5) kinetik parametreleri arastirilmistir (pH 7,5 ve sicaklik 60 °C, glukoz
derigsimi 0,028 mol/L). Vn,. degeri 0,083 mol/L.dak, Vmi degeri 0,075
mol/L.dak, Kmi, degeri 0,21 mol/L ve Knjp degeri 0,29 mol/L olarak
bulunmustur [58].

A. Mishra ve M. Debnath tarafindan 2002’ de yapilan ¢alismada, endustride

fruktoz surubu Uretiminde kullanilan glukoamilaz ve glukoz izomerazin
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(Streptomyces Griseus) Uretimini aciklamiglardir. Kullanilan tampon ¢ozeltiye
bagl olarak glukoz izomeraz i¢in optimum pH 7,0 ile 8,5 arasinda degisme

gosterirken, optimum sicaklik 60 °C olarak bulunmustur [59].

I. Gancarz ve arkadaslari tarafindan 2003’ de yapilan calismada glukoz
izomeraz enzimi amonyak, n-butilamin ve alilaminle modifiye edilmis
polisulfon filmlerde kovalent baglanma ile immobilize edilmistir.
Spektroskopik yontemlerle enzim baglanmasi incelenmis ve en iyi immobilize

allilaminle modifiye edilmis filmlerde gézlenmistir [60].

L. I. Sapunova ve arkadaglari tarafindan 2003’ de yapilan c¢alismada,
arthrobacter sp. B-5 hucreleri ihtiva eden kobalt hidroksit jel i¢ine glukoz
izomeraz immobilize edilmistir. immobilizasyon sonucunda enzimin substrata
ilgisi, optimum sicaklik ve pH dengesi artmistir. immobilizasyon sonucunda
izomerizasyon ortamina dengeleyici kobalt iyonlarinin eklenmesine gerek

duyulmamistir [61].

S. Zeinab ve arkadagslari tarafindan 2004 yilinda yapilan galismada IGi
(Sweetyme T, EC.5.3.1.5) kullanilarak glukozun izomerizasyonunda kinetik
parametreler incelenmis 55 °C’ de Ky 18,39 mmol/L Vma 1,71 mmol/L.dak

olarak bulunmustur [62].

A. Eduardo ve arkadaglari tarafindan 2006 yilinda yapilan bir galigmada ticari
IGI (Sweetzyme IT) kullanilarak glukozun izomerizasyonunda kinetik
parametreler incelenmis, (pH: 7,7-7,8 ; sicaklik 65 °C, glukoz ve fruktoz
derisimleri 0,5 M, 1,0 M, 2,0 M, 3,0 M). 65 °C’ de Vm; degeri 3,15x10?
pumol/L.dak, Kn,; degeri 0,26 mol/L, Vg4 degeri 2,76x10% pmol/L.dak, Kmn.g
degeri 0,24 mol/L olarak bulunmustur [63].

G. Demirel ve arkadaslari tarafindan 2006 yilinda yapilan ¢alismada glukoz

izomeraz poli(akril amid), poli(akril amid)/x-karagenan, poli(akril amid)/aljinat
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hidrojellerinde hapsetme yéntemi ile immobilize edilmigtir. Serbest ve
immobilize glukoz izomeraz igin optimum pH: 7,5 sicaklik ise 60 °C
bulunmustur. Km degeri serbest glukoz izomeraz ve poli(akril amid), poli(akril
amid)/y-karagenan, poli(akril amid)/aljinat hidrojellerinde immobilize edilmig
glukoz izomeraz igin sirasiyla 18,87; 1,22; 2,78 ve 4,54 mg/mL bulunmustur.
Vmak degerleri sirasiyla 2,51; 0,63; 0,72 ve 0,82 mg/mL.dak bulunmustur. 42
gln depolama suresi sonunda immobilize enzimlerin sirasiyla aktifliklerinin
%81, %33, %32, koruduklari goézlenmigtir. 5 ginde 25 kez kullanim
sonucunda poli(akril amid), poli(akril amid)/ x-karagenan, poli(akril
amid)/aljinat hidrojellerinde immobilize edilmis glukoz izomeraz igin sirasiyla
%98, %71, ve %72 aktifliklerini korudugu gozlenmistir [64].
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3. DENEYSEL KISIM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Glukoz izomeraz: (Gensweet SGI, D-xylose ketol-isomerase, E.C.5.3.1.5,
Streptomyces Rubiginosus, 3000 [U/g), Genencor International, Inc. (ABD)

firmasindan temin edilmistir.

D ( +) — Glukoz: (CeH1206, MA : 180,16 g/mol), Merck (Almanya) firmasindan

temin edilmistir.

Sodyum dihidrojen fosfat. (NaH,PO4.2H,O, MA:156,01 g/mol), Merck

(Almanya) firmasindan temin edilmistir.

Disodyum  hidrojen  fosfat.  (Na;HPO4.12H,O  MA:358,15  g/mol),

Merck(Almanya) firmasindan temin edilmistir.

Magnezyum siilfat. (MgSO4.7H,O, MA:246,48 g/mol), Merck (Almanya)

firmasindan temin edilmistir.

L-Sistein hidrokloriir monohidrat : (C3zHgCINO,S.H,O, MA:175,64 g/mol),

Merck (Almanya) firmasindan temin edilmistir.

Karbazol. (C12HgN, MA:167,21 g/mol), Merck (Almanya) firmasindan temin

edilmistir.

Siilfirik asit: (H2SO4, MA:98,08 g/mol), Merck (Almanya) firmasindan temin

edilmistir.

2-Hidroksietil metakrilat. (H,C=C(CH3)CO,CH,CH,OH, MA:130,14 g/mol)
Aldrich (ABD) firmasindan temin edilmisgtir.
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Etilen glikol dimetakrilat. (H,C=C(CH3)CO2CH>-)2, MA:198,22 g/mol), Aldrich

(ABD) firmasindan temin edilmigtir.

Benzoil peroksit: (CeH1004, MA:242,23 g/mol), Merck (Almanya) firmasindan

temin edilmistir.

Dioksan: (C4HgO2, MA:88,11 g/mol), BDH (ingiltere) firmasindan temin

edilmistir.

Poli(vinil pirolidon): (CsHgNO),, MA:1 300 000 Acros (Almanya) firmasindan

temin edilmistir.

Siyandtirik kloriir. (C3N3Clz, MA:184,41 g/mol), Acros (Almanya) firmasindan

temin edilmistir.

Trikalsiyum fosfat. [Cas(OH)(PO4)s], MA:502,32 g/mol), Riedel (isvigre)

firmasindan temin edilmistir.

Perklorik asit. (HCIO;, MA:100,47 g/mol), Carlo Erba (italya) firmasindan

temin edilmistir.

Epiklorhidrin: (C3HsCIO, MA:92,53 g/mol), Aldrich (ABD) firmasindan temin

edilmistir.

Metil metakrilat. (CH,=C(CH3)CO,CH3, MA:100,52 g/mol), Merck (Almanya)

firmasindan temin edilmistir.
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3.2. Polimerik Mikroboncuklarin Sentezi

3.2.1. Poli(metil metakrilat- 2-hidroksietil metakrilat) mikroboncuklarinin
sentezi

P(MMA-HEMA) mikroboncuklari suspansiyon polimerlesmesi teknigi ile
hazirlanmistir. Polimerlesme tepkimesi; sogutucu, azot girisi, ornek girigi ve
mekanik karistirici (Heidolp RZR 2041, Almanya) olmak Uzere dort boyunlu
balonda gergeklestirilmistir (Sekil 3.1). Tepkime balonuna bir giin 6nceden
70°C’ de 50 mL damitik H,O da ¢oézulmus 0,325 g poli(vinil pirolidon), (PVP),
cozeltisi stabilizor olarak konulmustur. Bu ¢dzeltiye 0,325 g trikalsiyum fosfat
(TCP) eklenerek, 70°C’ de 450 rpm karistirma hizinda ve ortamdan N; gazi
gegirilerek 1 saat karistirilmistir. Monomer-su fazi orani 1/5 olarak segilmistir
(10 mL monomer fazi/50 mL H,0). 8,0 mL HEMA (monomer fazinin hacimce
%80 i), 2,0 mL MMA (monomer fazinin hacimce %20 i), capraz baglayici
olarak 1,0 mL etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) (monomer fazinin %10 u) ve
baslatici olarak 0,1 g benzoil peroksit (BPO) (monomer fazinin %1 i) ayr bir
balonda karistirilarak dagilma ortamina yavas yavas ilave edilmistir.
Polimerlesme tepkimesi 70°C’ de 450 rpm de N, gazi gegirilerek 6 saat
surdurdlmastir. Sistem oda sicakliina kadar sodutulduktan sonra ortamdan
TCP uzaklagtirmak i¢cin 10 mL %37 lik 1/2 oraninda seyreltiimis HCI ¢ozeltisi
ile kanistiriimig, olusan mikroboncuklar stzulerek ayrilmigtir. Mikroboncuklar
iki kez damitik su (50 mL), iki kez etanol (50 mL), iki kez aseton ile yikanarak
(50 mL), asetonda yarim saat bekletilmistir. Sizme islemleri dekantasyon ile

yapilmis ve elde edilen mikroboncuklar buzdolabinda 4°C’ de saklanmigtir.
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Mekanik karistiric

Geri sogutucu

Azot girigi

silikon banyosu Cam g¢ubuk

Isiticl

Sekil 3.1. Polimerlesme tepkimesi i¢in kullanilan dizenek

3.2.2. Polimerik mikroboncuklarin karakterizasyonu

Fiziksel sekil analizi

P(MMA-HEMA) mikroboncuklarinin optik mikroskop (Solf XSP-6A CCD Color

Camera, Universal) ile mikrofotograflari ¢ekilmistir.

Tanecik boyutu dagilim analizi

P(MMA-HEMA) mikroboncuklarinin tanecik boyutu dagihm analizi, tanecik
boyutu dagihm analiz cihazi (Martersizer S Ver. 2.15, Malvern Instruments

Ltd., Malvern, UK) kullanilarak etanolde yapiimistir.
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3.3. Glukoz ve Glukoz izomeraz Gdzetlilerinin Hazirlanmasi

Glukoz ¢ézeltisi: Stok glukoz ¢ozeltisinden (0,36 g glukoz/100 mL H20) 1 mL
alinmis, 100 mL ye damitik su ile seyreltilerek 2x10* M lik glukoz c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Glukoz c¢o6zeltileri her deneyden o6nce taze hazirlanarak

kullaniimistir.

Glukoz izomeraz ¢ozeltisi (Gi); 2,25 mL GiI'n damitik su ile 50 mL ye
seyreltimesiyle (%4,5 v/v) Gi c¢dzeltisi hazirlanmistir. Enzim ¢ozeltisi her

deneyden Once taze hazirlanarak kullaniimistir.

3.4. Fruktoz Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Fruktoz kalibrasyon egrisini hazirlamak amaciyla fruktozun stok ¢ozeltisi
hazirlanmistir (0,1 g fruktoz/100 mL H,0O). Hazirlanan stok c¢ozeltisinden
sirasiyla 0,5 mL, 1,0 mL, 2,0 mL, 4,0 mL alinarak seyreltme ile 0,5 mg/100
mL, 1,0 mg/100 mL, 2,0 mg/100 mL, 4,0 mg/100 mL fruktoz cozeltileri
hazirlanmistir. Fruktoz tayinleri sistein-karbazol metoduna gore yapilmistir
[49]. Bu metoda gore hazirlanan ¢ozeltilerden 1,0 mL alinarak, tzerlerine 0,1
mL L-sistein ¢ozeltisi (%2 v/v) ilave edildikten sonra 40 °C lik su banyosunda
5,0 mL HySO4 ¢ozeltisi (%75 v/v suda) ilave edilmistir ve buz banyosunda
karistirilarak 0,15 mL karbazol ¢ozeltisi (%0,12 v/v) eklenmigtir. Cozeltiler 40
°C’ lik su banyosunda 30 dakika bekletilmigtir. Bu sire sonunda su
banyosundan cikartilan ¢ozeltiler 1,5 dakika buz banyosunda ve 4 dakika
oda sicakliginda bekletildikten sonra blank ¢ozeltisine karsi UV-gorinlr
bdlge spektrofotometresi (Unicam UV/Vis Spectrometer, UV2-100)
kullanilarak 566,0 nm de absorbans degerleri Olgulmustir. Fruktoz yerine
ayni miktar damitik su alinarak, yukaridaki islemlerin aynisi yapiimis ve blank
¢ozeltisi hazirlanmistir. Fruktoz derisimlerine karsilik gelen absorbans
degerleri grafige gecirilmek suretiyle fruktoz kalibrasyon egrisi elde edilmistir
(Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Fruktoz kalibrasyon egrisi

3.5. P(MMA-HEMA) Mikroboncuklarinin Aktiflestiriimesi

3.5.1. Mikroboncuklarin siyaniirik kloriirle aktiflestiriimesi

0,1 g siyanurik klorar 5,0 mL dioksanda ¢6zulmus ve bu ¢ozeltiye 0,1 g
P(MMA-HEMA) mikroboncuklari ilave edildikten sonra c¢alkalamali su
banyosunda 30°C’ de 4 saat karistiriimis ve oda sicakhidinda 24 saat
bekletilmistir. Aktiflestiriimis mikroboncuklar slzilerek ayrildiktan sonra
siraslyla 15 mL aseton ve 15 mL fosfat tamponu (0,5 M, pH: 7,0) ile

yikanmistir.
3.5.2. Mikroboncuklarin epiklorhidrinle aktiflestiriimesi
50 mL epiklorhidrin icerisine 0,1 g P(MMA-HEMA) mikroboncuklari

eklendikten sonra galkalamali su banyosunda 30°C’ de 4 saat karistiriimis ve

oda sicakliginda 24 saat bekletilmistir. Aktiflestiriimis mikroboncuklar
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suzllerek ayrildiktan sonra sirasiyla 15 mL aseton ve 15 mL fosfat tamponu
(0,5 M, pH: 7,0) ile yikanmistir.

3.6. Enzim immobilizasyonu

Aktiflestiriimis 0,1 g P(MMA-HEMA) mikroboncuklari Uzerine 5,0 mL enzim
(%4,5 viv) ¢ozeltisi ilave edilerek manyetik karistirici ile oda sicakliginda 16
saat slreyle immobilizasyon gergeklestiriimistir. immobilize enzim, ¢ozeltiden
suzllerek ayrilmis ve deneylerde kullaniimak Uzere buzdolabinda 4°C’ de

saklanmistir.

Siyanurik klortrle ve epiklorhidrin ile aktiflestirme ve enzim immobilizasyon

tepkimeleri Sekil 3.3’ de gdsterilmistir.

on +YQY %o«@Y e o%@

P(MMA-HEMA) Siyanurik klortr  Aktif polimer immobilize enzim

- _ E-NH
% OH + C'CHZCQ /CHz — > %(FCHZCH CHy —— 23 % O— CH,CH— C‘)Hg
|
0

OH l\‘lH
_ E
P(MMA-HEMA) Epiklorhidrin Aktif polimer Immobilize enzim

Sekil 3.3. Aktiflestirme ve immobilizasyon tepkimeleri
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3.7. Glukoz izomerazin Aktiflik Tayini
3.7.1. Serbest glukoz izomerazin aktiflik tayini

Serbest GI’ in aktifligi sistein-karbazol metoduna goére tayin edilmistir. 3,0 mL
glukoz cdzeltisi (2x10™* M) su banyosunda 60 °C’ de 5 dakika bekletildikten
sonra uzerine 1,0 mL fosfat tamponu (0,5 M; pH: 7,0), 1,0 mL MgS0O4.7H,O
¢ozeltisi (0,05 M) ve 0,5 mL enzim ¢oézeltisi ilave edilmistir. Bu ¢ozelti 10
dakika calkalamali su banyosunda 60 °C’ de galkalanmistir. Daha sonra 5,0
mL HCIO4 c¢oOzeltisi (0,5 M) eklenerek tepkime durdurulmus ve karisim
suzulmastdr. Stzuntaden 1,0 mL alinarak tzerine 0,1 mL L-sistein ¢ozeltisi
(%2 viv ) ve 40 °C’ lik su banyosunda karistirilarak 5,0 mL HySO4 ¢ozeltisi
(%75 viv) eklenmistir. Daha sonra ¢oOzeltiye buz banyosunda 0,15 mL
karbazol ¢ozeltisi (%0,12 v/v) eklenmis ve ¢oOzelti 40 °C’ de su banyosunda
30 dakika bekletilmistir. Bu surenin sonunda su banyosundan alinan ¢ozelti
1,5 dakika buz banyosunda ve 4 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra
UV-goérunur boélge spektrofotometresi kullanilarak 566,0 nm de ayni sekilde
hazirlanan ancak suzuntu yerine ayni miktar damitik su ve diger reaktifleri
iceren blank ¢ozeltisine karsi okuma yapiimigtir.

Tepkime hizi, zamana kargl Olgculen absorbans degerlerinin grafige
gegciriimesi ile elde edilen egrinin baslangi¢ egiminden ve fruktoz kalibrasyon

egrisinden yararlanilarak hesaplanmigtir.

AAses Ac AC

Hiz (V) = X = (3.1)
At AAsgs At

Bu esitlikte Ac, mol/L olarak fruktoz derigsimindeki degisimi, AAsgs (Ao-A:)
absorbansindaki degisimi ve At zamanindaki degisimi gdsterir. Gi icin 1 (inite
enzim veya birim aktiflik, 1 dakikada 1 pmol glukozu fruktoza donusturen

enzim miktari olarak tanimlanmistir.
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3.7.2. Siyaniurik klorurle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
aktiflik tayini

Siyandirik kloriirle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin (CC-iGi) aktifligi
0,1 g P(MMA-HEMA) mikroboncuklari kullanilarak Bolum 3.7.1° de anlatildigi
gibi tayin edilmistir. Tepkime slresince sicaklik 60 °C, pH: 7,0 ve baslangi¢

glukoz derisimi 2x10™* M alinarak sabit tutulmustur.

3.7.3. Epiklorhidrinle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin aktiflik
tayini

Epiklorhidrinle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin (ECH-IGI) aktifligi
0,1 g P(MMA-HEMA) mikroboncuklari kullanilarak Bolim 3.7.1’ de anlatildigi
gibi tayin edilmistir. Tepkime suresince sicaklik 60 °C, pH 7,0 ve baslangi¢

glukoz derisimi 2x10™* M alinarak sabit tutulmustur.
3.8. Enzim Aktifligine pH’ in Etkisi
3.8.1. Serbest glukoz izomerazin aktifligine pH’ in etkisi

Serbest GI’ In aktifligine pH’ nin etkisi, cesitli pH’ larda (5,0-5,5-6,0-6,5-7,0-
7,5-8,0-8,5-9,0) fosfat tamponlari hazirlanarak incelenmistir. Bolum 3.7.1° de
anlatildigi gibi enzim aktiflikleri tayin edilmistir. Tepkime suresince sicaklik 60

°C ve baslangic glukoz derisimi 2x10™ M sabit tutulmustur.

3.8.2. Siyaniurik klorurle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
aktifligine pH’ In etkisi

Siyanurik klorurle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin aktifligine pH’ in
etkisi, cesitli pH’ larda (5,0-5,5-6,0-6,5-7,0-7,5-8,0-8,5-9,0) fosfat tamponlari
hazirlanarak incelenmistir. Bolum 3.7.1° de anlatildigi gibi enzim aktiflikleri
tayin edilmistir. Tepkime stresince sicaklik 60 °C ve baslangi¢ glukoz

derisimi 2x10™* M sabit tutulmustur.
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3.8.3. Epiklorhidrinle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
aktifligine pH’ In etkisi

Epiklorhidrinle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin aktifligine pH’ In
etkisi, cesitli pH’ larda (5,0-5,5-6,0-6,5-7,0-7,5-8,0-8,5-9,0) fosfat tamponlari
hazirlanarak incelenmistir. Bolum 3.7.1° de anlatildigi gibi enzim aktiflikleri
tayin edilmigtir. Tepkime stresince sicaklik 60 °C ve baslangi¢ glukoz

derisimi 2x10™* M sabit tutulmustur.
3.9. Enzim Aktifligine Sicakligin Etkisi
3.9.1. Serbest glukoz izomerazin aktifligine sicakligin etkisi

Serbest GI’ In aktifligine sicakligin etkisi cesitli sicakliklarda (50 °C,55 °C,
60 °C,65 °C,70 °C,75 °C,80 °C) incelenmistir. Bolim 3.7.1" de anlatildigi gibi
enzim aktiflikleri tayin edilmigtir. Tepkime suresince pH: 7,0 ve baslangi¢

glukoz derisimi 2x10™* M sabit tutulmustur.

3.9.2. Siyaniirik klorirle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
aktifligine sicakhigin etkisi

Siyanlrik klorurle aktiflestirilien immobilize glukoz izomerazin aktifligine
sicakhgin etkisi gesitli sicakliklarda (50 °C, 55 °C, 60 °C, 65 °C, 70 °C, 75 °C,
80 °C), Bolum 3.7.1° de anlatildigi gibi enzim aktiflikleri tayin edilmistir.
Tepkime suresince pH: 7,0 ve baslangi¢c glukoz derigimi 2x10* M sabit

tutulmustur.

3.9.3. Epiklorhidrinle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
aktifligine sicakhigin etkisi

Epiklorhidrinle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin aktifligine
sicakhgin etkisi gesitli sicakliklarda (50 °C, 55 °C, 60 °C, 65 °C, 70 °C, 75 °C,
80 °C), Bolum 3.7.1° de anlatildigi gibi enzim aktiflikleri tayin edilmistir.
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Tepkime siiresince pH: 7,0 ve baslangic glukoz derisimi 2x10* M sabit

tutulmustur.
3.10. Enzim Aktifligine Substrat Derisiminin Etkisi
3.10.1. Serbest glukoz izomerazin aktifligine substrat derigiminin etkisi

Serbest Gi’ In aktifliine substrat derisiminin etkisini incelemek amaciyla
cesitli derisimlerdeki glukoz ¢ozeltileri hazirlanmis (3x10° M; 5x10 M; 1x107
M; 2x102 M), aktiflikleri BSlim 3.7.1° de ki metoda gére tayin edilmistir.

Tepkime suresince pH: 7,0 ve sicaklik 60 °C’ de sabit tutulmustur.

3.10.2. Siyanurik klorurle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
aktifligine substrat derigiminin etkisi

Siyanurik klorurle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin aktifligine
substrat derisiminin etkisini incelemek amaciyla gesitli derisimlerdeki glukoz
cozeltileri hazirlanmis (3x10° M; 5x10° M; 1x102 M; 2x102 M), aktiflikleri
Bolum 3.7.1° de ki metoda gore tayin edilmistir. Tepkime suresince pH: 7,0 ve

sicaklik 60 °C’ de sabit tutulmustur.

3.10.3. Epiklorhidrinle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
aktifligine substrat derigiminin etkisi

Epiklorhidrinle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin aktifligine substrat
derisiminin etkisini incelemek amaciyla ¢esitli derisimlerdeki glukoz ¢ozeltileri
hazirlanmis (3x107 M; 5x10° M; 1x10? M; 2x102 M), aktiflikleri Bélim 3.7.1°
de ki metoda gore tayin edilmigtir. Tepkime suresince pH: 7,0 ve sicaklik 60

°C’ de sabit tutulmustur.
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3.11. Enzim Aktifligine Depolama Siiresinin Etkisi
3.11.1. Serbest glukoz izomerazin aktifligine depolama sturesinin etkisi

Serbest Gi’ In aktifligine depolama siresinin etkisini incelemek amaciyla,
buzdolabinda 4 °C’ de saklanan enzim ¢ozeltisinden (%4,5) belirli araliklarla
0., 7.,14., 21., 28., 35., 42., 49., 56. gun) 0,5 mL drnekler alinarak aktiflikleri
tayin edilmistir. Tepkime suresince baslangi¢ glukoz derigimi 2x10™* M, pH:
7,0 ve sicaklik 60 °C’ de sabit tutulmustur.

3.11.2. Siyaniirik kloriirle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
aktifligine depolama siiresinin etkisi

Siyanurik klorurle aktiflestiriien immobilize glukoz izomerazin aktifligine
depolama suresinin etkisini incelemek amaciyla, buzdolabinda 4 °C’ de
saklanan immobilize mikroboncuklardan belirli araliklarla (0., 7., 14., 21., 28.,
35., 42., 49., 56. gun) 0,1 g ornekler alinarak aktiflikleri tayin edilmigtir.
Tepkime suresince baslangi¢ glukoz derigimi 2x10* M, pH: 7,0 ve sicaklik 60

°C’ de sabit tutulmustur.

3.11.3. Epiklorhidrinle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
aktifligine depolama siiresinin etkisi

Epikklorhidrinle aktiflegtirilien immobilize glukoz izomerazin aktifligine
depolama suresinin etkisini incelemek amaciyla, buzdolabinda 4 °C’ de
saklanan immobilize mikroboncuklardan belirli araliklarla (0., 7., 14., 21., 28.,
35., 42., 49., 56. gun) 0,1 g Ornekler alinarak aktiflikleri tayin edilmigtir.
Tepkime suresince baslangi¢ glukoz derigimi 2x10™ M, pH: 7,0 ve sicaklik 60

°C’ de sabit tutulmustur.
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3.12. Enzim Aktifliginin Suirekli Kullanim ile Degisimi

3.12.1. Siyaniirik kloriirle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
aktifliginin siirekli kullanim ile degisimi

Siyanurik klortrle aktiflestiriien immobilize glukoz izomerazin aktifliginin
surekli kullanim ile degisimini incelemek amaciyla kolon duzenegi
hazirlanmistir (Sekil 3.4). Kolon 20 cm yuksekliginde, 1,0 cm i¢ capinda ve
ceketli-camdan yapilmistir. Kolonun alt kismindan yukariya dogru sirasiyla
pamuk (0,5 cm), kire seklinde cam boncuk (kolondaki boyu 12 cm, ¢aplari
2,0 mm), ince gbzenekli til bez, 1,0 g siyanurik klorlrle aktiflestirilen
immobilize glukoz izomeraz mikroboncuklari (yukseklik 2,0 cm), ince
g6zenekli tll bez konulmustur. Kolonu ¢alisma sicakliginda sabit tutmak igin
termostatl su banyosu kullanilarak kolon ceketinden devamli su gegcirilmigtir.
Kolona 6nce fosfat tamponu pompalanmis ve sistemin termal dengeye
gelmesi icin bir saat bekletilmistir. Ayri bir balonda, 300 mL glukoz ¢ozeltisi
(2x10'4 M), 100 mL fosfat tamponu (pH: 7,0) ve 100 mL MgSO,4.7H,0
¢ozeltisinden (0,05 M) hazirlanan 500 mL besleme glukoz ¢dzeltisi 60 °C’ de
sabit sicak su banyosuna yerlestiriimistir. Bu ¢o6zeltinin  kolona
gonderilmesinde kullanilan peristaltik pompanin (Labor-Schlauch Pumpe
PLP 33, behr Labor-Tecnik-Dusseldorf) kalibrasyonu yapilmistir (Sekil 3.5).
Bu c¢oOzeltiden peristaltik pompa yardimiyla ¢ozelti balonundan kolona
dakikada 3,0 ml o6rnek alinacak sekilde pompalanarak deney
gerceklestiriimistir. 5 dakika araliklarla toplanan 6rneklere HCIO,4 ¢ozeltisi (0,5
M; 5,0 mL) eklenerek tepkime durdurulmus ve sistein-karbazol metodu

kullanilarak aktiflikler tayin edilmigtir.
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3.12.2. Epiklorhidrinle aktiflestirilen glukoz izomerazin aktifliginin
surekli kullanim ile degisimi

Epiklorhidrine aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin aktifliginin surekli
kullanim ile degisimini incelemek amaciyla Bolim 3.12.1" de ki iglemler

uygulanmig ve sistein-karbazol metodu kullanilarak aktiflik tayini yapilmistir.

Termometre

Kolon  «——— ||

Termostat

°

(=) [~}
Peristaltik @
Pompa :
T
I
Besleme
Su glukoz
Banyosu coOzeltisi
-~/

Sekil 3.4. Surekli kullanim icin kullanilan kolon duzenegi
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Besleme glukoz ¢ozeltisi (mL/dak

Devir

Sekil 3.5. Peristaltik pompa kalibrasyon egrisi
3.13. Enzim Baglanma Kapasitesi

0,1 g P(MMA-HEMA) mikroboncuklari tizerine 5 mL Gi ¢ézeltisi (%4,5 v/v)
eklenerek immobilizasyon gerceklestiriimistir.  SUzunti ve yikama
¢ozeltilerinin absorbansi 280 nm de olgulmustir. Bu absorbans degerine
karsilik gelen baglanmayan Gi miktari, enzim kalibrasyon grafiginden
yararlanilarak hesaplanmistir. immobilizasyon igin kullanilan Gi ve
baglanmayan GI miktarlari farkindan P(MMA-HEMA) mikroboncuklarina

baglanan Gi miktarlari tayin edilmistir.
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Sekil 3.6. Enzim kalibrasyon grafigi

3.14. Termal inaktivasyon

3.14.1. Serbest glukoz izomerazin termal inaktivasyonu

48

Serbest glukoz izomerazin termal inaktivasyonunu incelemek amaciyla 70
°C ve 80 °C’ de (10. dk, 20. dk, 30. dk, 40. dk, 60. dk, 80. dk) 0,5 mL 6rnekler
alinarak aktiflikleri tayin edilmistir. Tepkime suresince glukoz ¢ozeltisi 2x10

M ve pH: 7,0’ de sabit tutulmustur.

3.14.2. Siyanurik klorurle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin

termal inaktivasyonu

Siyanurik klorurle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin termal

inaktivasyonunu incelemek amaciyla 70 °C ve 80 °C de (10. dk, 20. dk, 30.
dk, 40. dk, 60. dk, 80. dk) 0,1 g o6rnekler alinarak aktiflikleri tayin edilmistir.

Tepkime siiresince glukoz ¢ozeltisi 2x10™* M ve pH: 7,0’ de sabit tutulmustur.
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3.14.3. Epiklorhidrinle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
termal inaktivasyonu

Epiklorhidrin ile aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin termal
inaktivasyonunu incelemek amaciyla 70 °C ve 80 °C’ de (10. dk, 20. dk, 30.
dk, 40. dk, 60. dk, 80. dk) 0,1 g érnekler alinarak aktiflikleri tayin edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Polimerik Mikroboncuklarin Karekterizasyonu

4.1.1. Fiziksel sekil analizi

Sentezlenen P(MMA-HEMA) mikroboncuklarinin optik mikroskop ile ¢gekilmis

mikrofotografi Resim 4.1’ de gosterilmigtir. Sentezlenen P(MMA-HEMA)

mikroboncuklari kireseldir.

Resim 4.1. P(MMA-HEMA) mikroboncuklarinin mikrofotografi

4.1.2. Tanecik boyutu dagilimi analiz sonuglari

P(MMA-HEMA) mikroboncuklarinin tanecik boyutu dagilim analiz sonugclari

Cizelge 4.1’ de verilmis ve tanecik boyutu dagilimi Sekil 4.1’ de gosterilmigtir.
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Cizelge 4.1. P(MMA-HEMA) mikroboncuklarinin tanecik boyutu dagilim
analiz sonuglari

D(0,1) D(0,5) D(0,9) DI[3,2] D[4,3]

(um) (um) (um) (um) (um)

P(MMA-HEMA) |89,85 187,22 347,65 156,73 204,49

D(0,1) ; 6rnegin hacimce %10 unun belirtilen buyukltgun altinda oldugunu
gOsterir

D(0,5) ; 6rnedin hacimce %50 sinin belirtilen buyuklugun altinda oldugunu
gOsterir

D(0,9) ; 6rnegin hacimce %90 nin belirtilen blyukligin altinda oldugunu
gosterir

D[3,2] ; yuzey alani ortalama tanecik buyuklagunu gosterir

D[4,3] ; hacimce ortalama tanecik bayukligunt gosterir
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Sekil 4.1. P(MMA-HEMA) mikroboncuklarinin tanecik boyutu dagilimi grafigi
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Bu sekillerde, 1 ve 2 nolu egriler sirasiyla belirli buyukligun altinda ve
ustinde olan taneciklerin hacimce yuzdelerini gostermektedir. Her iki egri i¢in
hacim yuzdeleri sag taraftaki koordinatta belirtiimistir. 3 nolu egri frekans
egrisidir ve 1 nolu egrinin tdrevi ile elde edilir. Bu edrinin tepe noktasi
parcaciklarin en yaygin bulunan ¢ap buyuklugunu belirtir. 4 nolu histogram
grafigi, belirli bayuklik araliginda bulunan taneciklerin drnek igindeki hacimce
yuzdelerini goOsterir ve sol taraftaki koordinat degerlerine karsilik gelir.
Sentezlenen P(MMA-HEMA) mikroboncuklarinin hacimce %14’ inin ¢api 33
pm ile 93 uym arasinda, hacimce %40’ inin ¢api 100 ym ile 197 ym arasinda
ve geriye kalan hacimce %46’ sinin ¢api 212 ym ile 879 ym arasinda

degisme gostermistir.
4.2. Serbest Glukoz izomerazin Aktifligine pH’ in Etkisi

Serbest GI’ In aktifligine pH’ nin etkisini incelemek amaciyla cesitli pH’ larda
(5,0-9,0), glukoz ¢ozeltisi (2x10™* M) kullanilarak 60 °C’ de aktiflik tayini icin
deneyler yapiimis elde edilen absorbans degisimleri ve aktiflik degerleri
Cizelge 4.2° de verilmistir. Serbest Gi igin optimum pH 7,5 olarak
bulunmustur. pH 7,5 in maksimum aktiflik degeri 100 kabul edilerek diger pH’
larda elde edilen maksimum aktiflik degerleri hesaplanmigtir. Elde edilen

maksimum aktifliklerin pH ile degisimi Sekil 4.2 de gdsterilmistir.



Cizelge 4.2. Serbest GI’ in aktifligine pH’ nin etkisi

Absorbans Akdiflik Maksimum
pH degdisimi 6 aktiflik
(AAsgs) (x10™ mol/L.dak.) (%)
5,0 0,063 1,13 50,0
5,5 0,070 1,26 55,8
6,0 0,089 1,60 70,8
6,5 0,111 1,99 88,1
7,0 0,122 2,19 96,9
7.5 0,126 2,26 100,0
8,0 0,092 1,65 73,0
8,5 0,072 1,29 571
9,0 0,066 1,18 52,2
120 +
~ 100 -
X
= 80 -
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@
e 60 -
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Sekil 4.2. Serbest Gi’ in maksimum aktifliginin pH ile degisimi
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Enzim, substrat ve koenzim molekullerinde asidik ve bazik gruplarin varlig,
pH degisimi ile enzim-substrat (ES) kompleksinin kararlihgini etkiler. Kararli
ES kompleksi olustugunda tepkime hizi maksimumdur. Bu nedenle serbest
enzimler icin tepkime hizinin maksimum oldugu optimum pH degerleri
belirlenir. Genellikle enzimlerin optimum pH degerleri 3,0-8,0 arasindadir.
Pek ¢ok enzimin optimum pH degeri 7,0 civarindadir. Cok asidik veya ¢ok
bazik ortamlarda enzim denatlre olacagindan reaksiyon hizi tersinmez
olarak azalir ve sifira kadar dusebilir. Sekil 4.2" den de gorildugu gibi serbest

GI’ In aktifliginde asidik ve bazik bolgelerde azalmalar gézlenmistir.

Calismalarda kullanilan Gi menseine bagli olarak farkli pH’ larda maksimum
aktiflik gosterebilir. Bu ¢alismada Streptomyces Rubiginosus dan elde edilen
GI’ In optimum pH degeri 7,5 olarak bulunmustur. Takasaki yaptigi
calismada, Streptomyces Albus den elde ettigi Gi icin optimum pH degeri 7,0
[65], Streptomyces Flavogriseus dan elde edilen Gi' in optimum pH degeri
7,5 [50], Actinoplanes Missouriensis den elde edilen Gi icin optimum pH 7,0-
7,5 arasinda [51], 1999 da yapilan baska bir calismada Actinoplanes
Missouriensis den elde edilen glukoz izomeraz pH 7,3 civarinda maksimum
aktiflik gostermistir [43]. 2002’ de yapilan diger bir galismada Streptomyces
Griseus dan elde edilen GI igin kullanilan tampon cozeltiye bagli olarak

optimum pH 7,0 ile 8,5 arasinda degisme gostermistir [59].
4.3. immobilize Glukoz izomerazin Aktifligine pH’ in Etkisi

4.3.1. Siyaniirik kloriirle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
aktifligine pH’ In etkisi

Siyaniirik kloriir ile aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin (CC-iGi)
aktifligine pH’ nin etkisini incelemek amaciyla cesitli pH’ larda (5,0-9,0)
glukoz c¢dzeltisi (2x10™ M) kullanilarak 60 °C’ de aktiflik tayini igin deneyler

yapilmis, elde edilen absorbans degdisimleri ve aktiflik degerleri Cizelge 4.3’
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de verilmistir. CC-IGI igin optimum pH: 8,0 olarak bulunmustur. CC-iGI’ In

maksimum aktifliginin pH ile degisimi Sekil 4.3" de gosterilmistir.

Cizelge 4.3. Siyanurik klorUrle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin

aktifligine pH'’ In etkisi

Absorbans Aktiflik Maksimum
pH Degisimi (x10'6 mol/L.dak) Aktiflik
(AAses) (%)
5,0 0,094 1,68 75,7
55 0,097 1,74 78,4
6,0 0,102 1,83 82,4
6,5 0,105 1,88 84,7
7,0 0,110 1,97 88,7
7,5 0,113 2,03 91,4
8,0 0,124 2,22 100
8,5 0,111 1,99 89,6
9,0 0,099 1,77 79,7
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Sekil 4.3. Siyanurik klortrle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
maksimum aktifliginin pH ile degigimi



56

4.3.2. Epiklorhidrin ile aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
aktifligine pH’ In etkisi

Epiklorhidrin ile aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin (ECH-IGI)
aktifligine pH’ in etkisini incelemek amaciyla ¢esitli pH’ larda (5,0-9,0) glukoz
cozeltisi (2x10™ M) kullanilarak 60 °C’ de aktiflik tayini icin deneyler yapilmis,
elde edilen absorbans degisimleri ve aktiflik dederleri Cizelge 4.4’ de
verilmistir. ECH-IGI igin optimum pH: 8,0 olarak bulunmustur. ECH-IGI’ in
maksimum aktifliginin pH ile degisimi Sekil 4.4° de gdsterilmistir.

Cizelge 4.4. Epiklorhidrinle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
aktifligine pH'’ In etkisi

Absorbans Aktiflik Maksimum

pH Degisimi (x10‘6 mol/L.dak) Aktiflik

(AAses) (%)
5,0 0,058 1,04 55,6
5,5 0,062 1,11 59,4
6,0 0,074 1,33 711
6,5 0,082 1,47 78,6
7,0 0,094 1,69 90,4
7.5 0,098 1,79 95,7
8,0 0,104 1,87 100,0
8,5 0,072 1,29 69,0
9,0 0,064 1,15 61,5
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Sekil 4.4. Epiklorhidrinle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
maksimum aktifliginin pH ile degisimi

Serbest Gi igin optimum pH 7,5 iken immobilizasyon ile optimum pH’ nin hafif
bazik bdlgeye (pH: 8,0) kaydigi gozlenmigtir. Poliiyonik matriksler enzim
immobilizasyonunda destek maddesi olarak kullanildiginda, enzimin mikro
cevresi ile tepkimenin ana ¢oOzeltisi arasinda protonlarin farkl derisimlerde
bulunmasina neden olurlar. Polianyonlar enzim etrafindaki protonlari gekme
egiliminde iken polikatyonlar bunlari iterler. Dolayisiyla polimerik destek
cevresindeki pH, ana ¢ozeltinin pH degerinden farkli olabilir [66-68]. pH’ daki
kayma ayni zamanda enzim tepkimesinin tipine ve matriksin yapisina da
bagldir. Diffizyonel sinirlamalar nedeniyle de ana ¢o6zeltinin pH’ si
tepkimenin meydana geldigi matriks ¢evresinin pH degerinden oldukga farkl
olabilir [69]. Diger taraftan, enzim ile polimerik destek maddesi arasinda
olusabilecek farkh etkilesim kuvvetlerininde (hidrojen bagi olugsumu, dipol-

dipol etkilesimi gibi) pH degerini etkiledigi bilinmektedir [44].
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Bu calismada siyanurik klorlr ve epiklorhidrin ile aktiflestirilerek P(MMA-
HEMA) mikroboncuklari {izerine kovalent baglanma ile immobilize edilen Gi
icin optimum pH 8,0 olarak bulunmustur. 1976’ da yapilan calismada Gi,
glutaraldehit ile aktiflestiriimis ve gdézenekli cam Uzerine kovalent baglanma
ile immobilize edilmistir. iGI icin optimum pH 8,0 bulunmustur [48]. DEAE-
selliloz (izerine immobilize edilmis GI’ in optimum pH’ siI 7,5 [50], indion 48-R
Uzerine immobilize edilen GI’ in optimum pH’ si 7,0 [53], blylk gbézenekli
trimetilamin polistiren (TMPS) tanecikleri GUzerine molekller depolama teknigi

ile immobilize edilen Gi icin optimum pH 7,3 olarak bulunmustur [43].
4.4. Serbest Glukoz izomerazin Aktifligine Sicakligin Etkisi

Serbest Gi’ In aktifligine sicakhigin etkisini incelemek amaciyla cesitli
sicakliklarda (50 °C-80 °C), glukoz ¢ozeltisi (2x10* M) kullanilarak pH 7,0’ de
aktiflik tayini icin deneyler yapilmig, elde edilen absorbans degisimleri ve
aktiflik degerleri Cizelge 4.5’ de verilmistir. Serbest enzim igin optimum
sicaklik 60 °C olarak bulunmustur. Serbest Gi’ in maksimum aktifliginin

sicaklikla degisimi Sekil 4.5 de gosterilmistir.

Cizelge 4.5. Serbest GI’ In aktifligine sicakhgin etkisi

Sicaklik Ag:gi';fnqs Actiflik MaAklftiif”l‘iEm

(°C) v (x10°® mol/L.dak.) o

50 0,068 122 34,2
55 0,106 1,90 53,2
60 0,199 3,57 100,0
65 0,159 2,85 79,8
70 0,127 2,28 63,9
75 0,106 1,90 53,2
80 0,082 147 41,2
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Sekil 4.5. Serbest Gi’ in maksimum aktifliginin sicaklikla degisimi

60 °C’ nin Gizerinde sicaklik artisiyla, 60 °C’ nin altinda sicakligin azalmasiyla
enzim aktifliginin azaldigr gozlenmistir. Sicakligin artmasi, molekullerin
kinetik enerjisini artirdigindan dolayr tum kimyasal tepkimelerin ve
biyokimyasal tepkimelerin hizlarini artirir. Genelde sicakhgin 10 °C
artmasiyla, tepkime hizlari da yaklagik olarak iki kat artar. Biyokimyasal
tepkimelerde de ayni durum gozlenmekle birlikte protein yapisinda bulunan
enzimlerin ¢ogu belirli bir sicakliktan sonra denature olmaya baglarlar.
Sicaklik arttikga enzim molekulinin Once tersiyer yapisi, sonra sekonder
yapisi (alfa sarmal yapisi) bozulur. Bu olaylardan enzimin aktif merkezi de

etkilenir ve enzim aktifligini yitirir [69].

Bu calismada serbest Gi icin optimum sicaklik 60 °C olarak bulunmustur.
Yapilan galismalarda Actinoplanes Missouriensis den elde Gi icin optimum
sicaklik 60 °C [51], Streptomyces Flavogriseus dan elde edilen Gi icin

optimum sicaklik 70 °C [50], Streptomyces Griseus dan elde edilen Gi igin
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optimum sicaklik 60 °C [59] ve Houng ve arkadaglari tarafindan yapilan

calismada serbest Gi igin optimum sicaklik 70 °C olarak bulunmustur [53].
4.5. immobilize Glukoz izomerazin Aktifligine Sicakhgin Etkisi

4.5.1. Siyanirik kloriirle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
aktifligine sicakhgin etkisi

Siyanurik klorlr ile aktiflegtirilen immobilize glukoz izomerazin aktifligine
sicakligin etkisi 50 °C-80 °C arasinda, glukoz ¢dzeltisi (2x10™* M) kullanilarak
pH 7,0 de aktiflik tayini icin deneyler yapilmis, elde edilen absorbans
degisimleri ve aktiflik degerleri Cizelge 4.6° da verilmistir. CC-iGi icin
optimum sicaklik 65 °C olarak bulunmustur. CC-IGI’ in maksimum aktifliginin

sicaklikla degisimi Sekil 4.6’ da gdsterilmistir.

Cizelge 4.6. Siyanurik klorurle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
aktifligine sicakligin etkisi

Absorbans Maksimum

Sicaklik Degisimi Aktiflik Aktiflik

(°C) (AAsgs) ( x10® mol/L.dak) (%)

50 0,054 0,97 42,9

55 0,058 1,04 46,0

60 0,114 2,05 90,7

65 0,126 2,26 100,0

70 0,062 1,11 49,1

75 0,052 0,93 41,2

80 0,042 0,75 33,2
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Sekil 4.6. Siyanurik klorurle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
aktifligine sicakligin etkisi

4.5.2. Epiklorhidrin ile aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
aktifligine sicakhigin etkisi

Epiklorhidrin ile aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin aktifligine
sicakligin etkisi 50 °C-80 °C arasinda, glukoz cdzeltisi (2x10™* M) kullanilarak
pH 7,0 de aktiflik tayini igin deneyler yapilmig, elde edilen absorbans
degisimleri ve aktiflik degerleri Cizelge 4.7’ de verilmistir. ECH-IGI igin
optimum sicaklik 65 °C olarak bulunmustur. ECH-IGI’ in maksimum

aktifliginin sicaklikla degisimi Sekil 4.7’ de gosterilmigtir.



Cizelge 4.7. Epiklorhidrin ile aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
aktifligine sicakhgin etkisi
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Sicaklik Absorbans Aktiflik Maksimum
(°C) Degisimi (x1 0° mol/L.dak) Aktiflik
(AAses) (%)
50 0,058 1,04 49,1
55 0,066 1,18 55,7
60 0,094 1,69 79,7
65 0,118 2,12 100,0
70 0,084 1,51 71,2
75 0,076 1,36 64,2
80 0,062 1,11 52,4
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Sekil 4.7. Epiklorhidrin ile aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin

aktifligine sicakhigin etkisi
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Serbest Gi icin optimum sicaklik 60 °C iken immobilizasyon ile optimum
sicaklik 65 °C ye yikselmigtir. Dolayisiyla serbest enzime goére sicakliga
daha dayanikli hale gelmistir. Enzim ile polimerik destek arasinda kovalent
baglarin olusmasi enzim hareketlerinde konformasyonel sinirlamalarin
dogmasina neden olabilir ve optimum sicaklikta artis gozlenebilir. Dolayisiyla
enzim katalitik aktifligini gOsterebilmek icin daha buyudk aktiflestirme
enerjisine sahip olabilir. Yapilan c¢alismalarda, DEAE-seluloz Uzerine
immobilize edilmis Gi igin optimum sicaklik 70 °C [50], TMPS tanecikleri
lizerine molekiler depolama teknigi ile immobilize edilen Gi igin optimum
sicaklik 75 °C [43], indion 48-R lizerine immobilize edilen Gi igin optimum
sicaklik 70 °C olarak bulunmustur [53].

4.6. Serbest Glukoz izomerazin Aktifligine Substrat Derigiminin Etkisi

Serbest GI' In aktiflijine substrat derisiminin etkisi incelemek igin cesitli
glukoz derisimlerinde c¢ozeltiler hazirlanmis (3x10° M; 5x10° M; 1x102 M;
2x102 M), 60 °C ve pH: 7,0’ de aktiflik tayini icin deneyler yapilmis, elde
edilen absorbans degisimleri ve aktiflik degerleri, 1/S ve 1/V degerleri
hesaplanarak Cizelge 4.8’ de verilmistir. Serbest Gi icin Lineweaver-Burk

grafigi Sekil 4.7’ de gosterilmigtir.

Cizelge 4.8. Serbest GI’ in aktifligine glukoz derisiminin etkisi

S 1/S Absorbans Aktiflik (V) 1INV
(x10* mol/lL) |  (x10°L/mol) Degisimi (x10®°mol/L.dak) | (x10*dak.L/mol)
(AAsgs)
1,37 7.3 0,240 4,30 23,2
2,28 4.4 0,334 5,99 16,7
4,57 2,2 0,502 9,01 11,1

9,14 1,1 0,937 16,81 59




64

y = 2,6893x + 4,1401
R*=0,9796
25 -
’—é 20 -
= L)
-
> 15 1
©
v-c *
= 10 -
k3
é 5 - ¢
r /0 T T T 1
-2 0 2 4 6 8
1/S (x10° L/mol)

Sekil 4.8. Serbest Giicin Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.8 de gorulen 1/S nin 1/V ye karsi grafige geciriimesi suretiyle,
serbest Gl igin K, degeri 6,5x10™° mol/L ve Vmax dederi 2,42x107° mol/L.dak

olarak bulunmustur.

4.7. immobilize Glukoz izomerazin Aktifligine Substrat Derisiminin
Etkisi

4.7 1. Siyaniirik kloriirle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
aktifligine substrat derigiminin etkisi

Siyaniirik kloriirle aktiflestiriien immobilize glukoz izomerazin (CC-iGi)
aktifligine substrat derigiminin etkisini incelemek ig¢in c¢esitli glukoz
derisimlerinde ¢ozeltiler hazirlanmis (3x10° M; 5x10° M; 1x102 M; 2x107
M), 60 °C ve pH: 7,0’ de aktiflik tayini icin deneyler yapiimig, elde edilen

absorbans degisimleri ve aktiflik degerleri, 1/S ve 1/V degerleri hesaplanarak



Cizelge 4.9’ da verilmistir. CC-iGi icin Lineweaver-Burk grafigi Sekil 4.7’ de

gosterilmigtir

Cizelge 4.9. Siyandurik klorUrle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
aktifligine glukoz derisiminin etkisi

S 1/S Absorbans Aktiflik (V) 1NV
(x10*mol/L) | (x10°L/mol) Degisimi (x10®mol/L.dak) | (x10*dak.L/mol)
(AAsgs)
1,37 7.3 0,229 4,11 243
2,28 4.4 0,350 6,28 15,9
4,57 2,2 0,627 11,25 8,9
9,14 1,1 0,972 17,44 5,7
y = 3,0156x + 2,3915
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Sekil 4.9. Siyanurik klorurle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4.9’ da gorilen 1/S nin 1/V ye karsi grafige gecirilmesi suretiyle CC-
IGI icin K, degeri 1,26x10'4 mol/L ve V. degeri 4,18x10'5 mol/L.dak olarak

bulunmustur.

4.7.2. Epiklorhidrin ile aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
aktifligine substrat derigiminin etkisi

Epiklorhidrin ile aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin (ECH-IGI)
substrat derisiminin etkisini incelemek icin c¢esitli glukoz derisimlerinde
cozeltiler hazirlanmis (3x10 M; 5x10° M; 1x102 M; 2x10 M), 60 °C ve pH:
7,0’ de aktiflik tayini icin deneyler yapilmig, elde edilen absorbans degisimleri
ve aktiflik degerleri, 1/S ve 1/V degerleri hesaplanarak Cizelge 4.10° da
gbsterilmistir. ECH-IGI igin Lineweaver-Burk grafigi Sekil 4.10° da

gOsterilmistir.

Cizelge 4.10. Epiklorhidrin ile aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
aktifligine glukoz derisiminin etkisi

S 1/S Absorbans Aktiflik (V) 1NV
(x10*mol/L) | (x10°L/mol) Degisimi | (x10°mol/L.dak) | (x10*dak.L/mol)
(AAsgs)
1,37 7.3 0,100 1,79 55,7
2,28 4.4 0,146 2,62 38,2
4,57 2,2 0,339 6,08 16,4
9,14 1,1 0,468 8,40 11,9
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Sekil 4.10. Epiklorhidrin ile aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.10° da gorulen 1/S nin 1/V ye karsi grafie gegiriimesi suretiyle
ECH-IGI icin Ky, degeri 2,55x10* mol/L ve Vmak dederi 3,46x10° mol/L.dak
olarak bulunmustur. immobilizasyonla K, degerlerinde bir artma gézlenmistir.
Substrat ve polimerik destek arasindaki etkilesmeyle, substrat-enzim
kompleks olugsum ihtimalini disliren enzimdeki yapisal degisikliklerle, sterik
etkilerle, diffizyonel sinirlamalarla K, degdisebilir ve genellikle

immobilizasyonla K, degerlerinde artma gozlenebilir [43,52].

4.8. Serbest Glukoz izomerazin Aktifligine Depolama Siiresinin Etkisi

Serbest Gi’ In aktifligine depolama siresinin etkisini incelemek amaciyla,
enzim ¢ozeltisi 4 °C’ de saklanmistir. Belirli zaman araliklarinda (0., 7.,14.,
21., 28., 35., 42., 49., 56. gun) 0,5 mL (%4,5 v/v) ornekler alinarak aktiflik
tayinleri yapilmistir. Elde edilen absorbans degisimleri ve aktiflik degerleri
Cizelge 4.11’ de verilmistir. Serbest Gi maksimum aktifliginin depolama

suresiyle degisimi Sekil 4.11’ de gosterilmistir.



Cizelge 4.11. Serbest GI’ in aktifligine depolama siiresinin etkisi

Absorbans

Aktiflik

Zaman N 6 Maksimum
(giin) degisimi (x10™ mol/L.dak.) aktiflik (%)
(AAses)
0 0,143 2,57 100,0
7 0,135 2,42 94,2
14 0,126 2,26 87,9
21 0,119 2,13 82,9
28 0,102 1,83 71,2
35 0,090 1,62 63,0
42 0,081 1,45 56,4
49 0,073 1,31 51,0
56 0,069 1,24 48,3
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Sekil 4.11. Serbest Gi’ in maksimum aktifliginin depolama siiresi ile degisimi
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Serbest GI’ In 42 giin boyunca 4 °C’ de depolanmasi sonucunda baslangic

aktifliginin %56,4’ UnU korudugu goézlenmigtir. Pek ¢ok enzim depolamada

aktifliklerini tamamen veya bir kismini kaybedebilirler. 1998’ de yapilan
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calismada a-amilaz enzimi 20 gun iginde aktifliginin tamamini kaybetmistir
[70].

4.9. immobilize Glukoz izomerazin Aktifligine Depolama Siiresinin
Etkisi

4.9.1.Siyaniirik kloriirle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
aktifligine depolama siiresinin etkisi

Siyanurik klorurle aktiflestiriien immobilize glukoz izomerazin aktifligine
depolama suresinin etkisini incelemek amaciyla,belirli zaman araliklarinda
(0.giin-56. glin) 0,1 g érnekler alinarak aktiflik tayinleri yapilmistir. immobilize
mikroboncuklar 4 °C de saklanmistir. Elde edilen absorbans degisimleri ve
aktiflik degerleri Cizelge 4.12° de verilmistir. CC-IGI’ in maksimum aktifliginin

depolama suresiyle degisimi Sekil 4.12° de gdsterilmistir.

Cizelge 4.12. Siyanurik klorurle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
maksimum aktifligine depolama suresinin etkisi

Absorbans Aktiflik Maksimum

Zaman Degisimi (x107° mol/L.dak) Aktiflik
(AAses) (%)

0 0,113 2,03 100,0
7 0,110 1,97 97,0
14 0,106 1,90 93,6
21 0,100 1,79 88,2
28 0,092 1,65 81,3
35 0,086 1,54 75,9
42 0,076 1,36 67,0
49 0,066 1,18 58,1
56 0,065 1,16 57,1
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Sekil 4.12. Siyanurik klorurle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
maksimum aktifliginin depolama suresi ile degisimi

4.9.2. Epiklorhidrin ile aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
aktifligine depolama siiresinin etkisi

Epiklorhidrin ile aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin aktifligine
depolama suresinin etkisini incelemek amaciyla,belirli zaman araliklarinda
(0., 7.14., 21., 28., 35., 42., 49., 56. gun) 0,1 g Ornekler alinarak aktiflik
tayinleri yapiimistir. immobilize mikroboncuklar 4 °C’ de saklanmistir. Elde
edilen absorbans degisimleri ve aktiflik degerleri Cizelge 4.13’ de verilmistir.
CC-IGI’ in maksimum aktifliginin depolama siiresiyle degisimi Sekil 4.13’ de

gOsterilmistir.



Cizelge 4.13. Epiklorhidrin ile aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
aktifligine depolama suresinin etkisi

Absorbans Aktiflik Maksimum
Zaman Degisimi (x107° mol/L.dak) Aktiflik
(AAsss) (%)
0 0,104 1,87 100
7 0,101 1,81 96,8
14 0,098 1,76 94 1
21 0,094 1,69 90,4
28 0,088 1,58 84,5
35 0,078 1,40 74,9
42 0,070 1,26 67,4
49 0,064 1,14 60,9
56 0,062 1,11 59,4
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Sekil 4.13. Epiklorhidrin ile aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
maksimum aktifliginin depolama suresi ile degisimi

71
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CC-iGI’ In 4 °C’ de 42 giin depolanmasi sonucunda baglangi¢ aktifliginin %
67,0’ sini ECH-IGI’ In baslangig aktifliginin %67,4’ (inii korudugu gézlenmistir.
1998’ de yapilan galismada karbodiimit (CDI) ve tiyonil klorar (SOCI,) ile
aktiflestirilen poli(metil metakrilat- akrilik asit) mikrokurelerine kovalent
baglanma ile a-amilaz enzimi immobilize edilmistir. CDI-immobilize enzim ve
SOCI-immobilize enzim 4 °C’ de 30 giin depolanmasi sonucunda baslangig
aktifliklerini sirasiyla %24,5 ve %52,5 korumustur. Ortamda Ca?* varliginda
ise aktifliklerini sirasiyla %90,3 ve %83,7 korudugu gozlenmigtir [70]. Baska
bir calismada epiklorhidrin (ECH) ile aktiflestirilen a-amilaz enzimi kovalent
baglanma ile P(HEMA) ve P(S-HEMA) uUzerine immobilize edilmistir.
P(HEMA)-immobilize enzim ve P(S-HEMA)-immobilize enzim 4 °C de Ca**
varliginda 30 gun depolama sonucunda sirasiyla aktifliklerini %90,7 ve

%74,0 korudugu gozlenmigtir [71].

4.10. immobilize Glukoz izomerazin Aktifliginin Siirekli Kullanim ile
Degigimi

4.10.1. Siyanurik kloriirle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
aktifliginin siirekli kullanim ile degisimi

Siyanurik klorurle aktiflegtirilen immobilize glukoz izomerazin akitifliginin
surekli kullanim ile degisimini incelemek amaciyla hazirlanan besleme glukoz
¢ozeltisinden Bolim 3.12.1° de verilen kolondan surekli kullanim yéntemine
gore ornekler toplanmis ve aktiflikleri tayin edilmigtir. Elde edilen absorbans
degisimleri ve hesaplanan aktiflik degerleri Cizelge 4.14’ de verilmistir. CC-

IGI’ In aktifliginin stirekli kullanim ile degisimi Sekil 4.14’ de gdsterilmigtir.



Cizelge 4.14. Siyandurik klorUrle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin

maksimum aktifliginin surekli kullanim ile degigimi

Absorbans Aktiflik Maksimum
Zaman Degisimi (x10® mol/L.dak) Aktiflik

(AAses) (%)

1 0,052 1,86 100
5 0,052 1,86 100
10 0,051 1,83 98,3
15 0,049 1,76 94,6
20 0,049 1,76 94,6
25 0,051 1,83 98,3
30 0,050 1,79 96,2
35 0,050 1,79 96,2
40 0,049 1,76 94,6
45 0,047 1,68 90,3
50 0,048 1,72 92,4
55 0,046 1,65 88,7
60 0,044 1,58 84,9
65 0,044 1,58 84,9
70 0,042 1,50 80,6
75 0,043 1,54 82,7
80 0,038 1,36 73,1
85 0,038 1,36 73,1
90 0,037 1,33 71,5
95 0,038 1,36 73,6
100 0,037 1,33 71,5
105 0,038 1,36 73,6
110 0,038 1,36 73,6
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Sekil 4.14. Siyanurik klorurle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
maksimum aktifliginin surekli kullanim ile degisimi

4.10.2. Epiklorhidrin ile aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
aktifliginin surekli kullanim ile degisimi

Epiklorhidrin ile aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin aktifliginin surekli
kullanim ile degisimini incelemek amaciyla hazirlanan besleme glukoz
cOzeltisinden Bolum 3.12.1° de verilen kolondan surekli kullanim yontemine
gore ornekler toplanmis ve aktiflikleri tayin edilmigtir. Elde edilen absorbans
degisimleri ve hesaplanan aktiflik degerleri Cizelge 4.15’ de verilmigtir. ECH-
IGI" In aktifliginin siirekli kullanim ile degisimi Sekil 4.15 de gdsterilmistir



Cizelge 4.15. Epiklorhidrin ile aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin

maksimum aktifliginin surekli kullanim ile degigimi

Absorbans Aktiflik Maksimum
Zaman Degisimi (x10° mol/L.dak) Aktiflik

(AAsss) (%)

1 0,070 2,51 100
5 0,070 2,51 100
10 0,069 2,47 98,4
15 0,068 2,44 97,2
20 0,068 2,44 97,2
25 0,067 2,40 95,6
30 0,068 2,44 97,2
35 0,067 2,40 95,6
40 0,066 2,37 94,4
45 0,066 2,37 94,4
50 0,065 2,33 92,8
55 0,064 2,30 91,6
60 0,063 2,26 90,0
65 0,062 2,22 88,4
70 0,063 2,26 90,0
75 0,062 2,22 88,4
80 0,061 2,19 87,2
85 0,060 2,15 85,6
90 0,060 2,15 85,6
95 0,059 212 84,5
100 0,058 2,08 82,9
105 0,056 2,01 80,1
110 0,055 1,98 78,8
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Sekil 4.15. Epiklorhidrin ile aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
maksimum aktifliginin surekli kullanim ile degisimi

CC-IGI’ In 110 dakika boyunca kolonda siirekli kullaniimasi sonucunda
aktifliginin %73,6’ sini ECH-IGI ise aktifliginin %78,8’ ini korumustur. 1998’ de
yapilan calismada karbodiimit (CDI) ve tiyonil Kklorir (SOCI,) ile
aktiflegtirilerek poli(metil metakrilat-akrilik asit) mikrokurelerine kovalent
baglanma ile a-amilaz enzimi immobilize edilmigtir. 3 gun icinde 20 kez
kullanimi sonucunda basglangi¢ aktifliklerini sirasiyla %78,2 ve %76,9
korumustur. Ortamda Ca?* varliginda ise sirasiyla %91,2 ve % 90,0
korudugu goézlenmistir [70]. Baska bir calismada epiklorhidrin (ECH) ile
aktiflestirilen a-amilaz enzimi kovalent baglanma ile P(HEMA) ve P(S-HEMA)
lizerine immobilize edilmistir. Ca®* varli§inda, 3 giin icinde 20 kez kullanimi
sonucunda baslangi¢ aktifliklerini sirasiyla %90,0 ve %80,0 korudugu

go6zlenmigtir [71].
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4.11. Termal inaktivasyon
4.11.1. Serbest glukoz izomerazin termal inaktivasyonu

Serbest GI’ nin termal inaktivasyonunu incelenmek amaciyla 70°C ve 80°C’
de ve farkli zaman araliklarinda (10-80 dakika) inkube edilen enzim
cozeltilerinin aktiflikleri tayin edilmistir. Serbest GI’ nin 70 °C ve 80 °C’ de
termal kararliligi Cizelge 4.16 ve 4.17’ de verilmis, sicakhgin etkisi Sekil 4.16’

da gosterilmigtir.

Cizelge 4.16. Serbest GI’ nin 70°C’ de termal kararliligi

Absorbans Aktiflik Maksimum

Zaman Degisimi ( x10°° mol/L.dak) Aktiflik
(AAses) (%)

10 0,136 2,44 100,0
20 0,118 2,12 86,8
30 0,110 1,97 80,7
40 0,100 1,79 73,4
60 0,090 1,61 66,0
80 0,070 1,26 51,6

Cizelge 4.17. Serbest GI’ nin 80°C’ de termal kararliligi

Absorbans Aktiflik Maksimum
Zaman Degisimi ( x1 0°® mol/L.dak) Aktiflik
(AAses) (%)
10 0,119 2,15 100
20 0,100 1,79 83,2
30 0,090 1,61 74,8
40 0,082 1,47 68,4
60 0,072 1,29 60
80 0,056 1,01 46,9
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Sekil 4.16. Serbest Gi’ nin termal kararliligina sicakligin etkisi

Serbest GI’ nin 70°C’ de 40. dakikadan sonra baglangi¢ aktifliginin %73,4’

und, 80°C’ de %68,4’ Unu korudugu gozlenmistir.

4.11.2. Siyaniirik kloriirle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
termal inaktivasyonu

CC-IGI’ nin termal inaktivasyonunu incelenmek amaciyla 70°C ve 80°C’ de,
ve farkli zaman araliklarinda (10-80 dakika) inkiibe edilen CC-IGI’ nin
aktiflikleri tayin edilmistir. CC-IGI’ nin 70 °C ve 80 °C’ de termal kararliligi
Cizelge 4.18 ve Cizelge 4.19’ da, sicakligin etkisi Sekil 4.17’ de gosterilmistir.



Cizelge 4.18. Siyandurik klorUrle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
70°C’ de termal karalilig

Absorbans Aktiflik Maksimum

Zaman Degisimi (x10°® mol/L.dak) Aktiflik
(AAses) (%)

10 0,089 1,60 100,0
20 0,084 1,50 93,8
30 0,078 1,40 87,5
40 0,075 1,34 83,7
60 0,066 1,18 73,8
80 0,056 1,00 62,5

Cizelge 4.19. Siyandurik klorUrle aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
80°C’ de termal kararlihg

Absorbans Aktiflik Maksimum

Zaman Degisimi (x107° mol/L.dak) Aktiflik
(AAsgo) (%)

10 0,076 1,36 100,0
20 0,069 1,23 90,4
30 0,063 1,13 83,1
40 0,058 1,04 76,5
60 0,052 0,93 68,4
80 0,043 0,77 56,6
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Sekil 4.17. Siyanurik klorurle aktiflegtirilen immobilize glukoz izomerazin
termal karalihgina sicakligin etkisi

Siyanurik klorurle aktiflestirilen immobilize glukoz izomeraz 70 °C’ de 40.
dakikadan sonra baslangi¢ aktifliginin %83,7" sini, 80 °C’ de %76,5 ini

korudugu gozlenmistir.

4.11.3. Epiklorhidrin ile aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
termal inaktivastonu

ECH-IGI’ nin termal inaktivasyonunu incelenmek amaciyla 70°C ve 80°C’ de,
ve farkli zaman araliklarinda (10-80 dakika) inkiibe edilen ECH-IGI' nin
aktiflikleri tayin edilmistir. ECH-IGI’ nin 70 °C ve 80 °C’ de termal kararlilig
Cizelge 4.20 ve Cizelge 4.21’ de, sicakhigin etkisi Sekil 4.18 de gdsterilmistir.



Cizelge 4.20. Epiklorhidrin ile aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
70°C’ de termal kararlihgi

Absorbans Aktiflik Maksimum
Zaman Degisimi (x10° mol/L.dak) Aktiflik
(AAses) (%)
10 0,058 1,22 100,0
20 0,052 1,11 90,9
30 0,048 1,04 85,2
40 0,044 0,97 79,5
60 0,038 0,86 70,5
80 0,030 0,72 59,0

Cizelge 4.21. Epiklorhidrin ile aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
80°C’ de termal kararlihgi

Absorbans Aktiflik Maksimum

Zaman Degisimi (x10°® mol/L.dak) Aktiflik
(AAses) (%)

10 0,084 1,51 100,0
20 0,078 1,40 92,7
30 0,072 1,29 85,4
40 0,068 1,22 80,8
60 0,062 1,11 73,5
80 0,056 1,00 66,2
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Sekil 4.18. Epiklorhidrin ile aktiflestirilen immobilize glukoz izomerazin
termal kararhligina sicakhgin etkisi

Epiklorhidrinle aktiflestirilen immobilize glukoz izomeraz 70°C’ de 40.
dakikadan sonra baslangi¢ aktifliginin %79,5’ ini, 80°C de %80,8" ini

korudugu gozlenmistir.

Enzim inaktivasyonu icin birici dereceden tepkime kinetigine gore asagidaki

esitlikler yazilir.

-dA
=k; x Ag (4.1)

dt
In Ay = kit + In Ao (4.2)

Burada A, ve A: sirasiyla baslangigtaki ve t anindaki aktiflikleri gdsterir.
Sebest Gi, CC-iGi ve ECH-IGI icin cizilen In A; — t grafikleri yardimiyla

hesaplanan inaktivasyon hiz sabitleri, ki degerleri Cizelge 4.22° de verilmistir.
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Ayrica birinci derece tepkime Kkinetigine goére vyarilanma sureleri, tq

hesaplanmigtir.

Cizelge 4.22. Serbest Gi, CC-iGi ve ECH-IGi farkli sicakliklardaki
inaktivasyon sabitleri ve yarilanma sureleri

70°C 80°C

Enzim ki (dak™) | ti2 (dak.) | ki (dak™) tio (dak.)
Serbest Gl 8,0x107 87 1,0x10 70
CC-IGI 5,5x10 126 8,0x10 87
ECH-IGI 6,0x10° 116 7,0x107 99

Serbest Gi, CC-iGi ve ECH-IGI’ nin k; degerleri sicaklikla artmistir. Ayrica
serbest GI’ nin 70 °C ve 80 °C’ deki ki degerleri, CC-iGi ve ECH-IGI’ nin ayni
sicakliklardaki k; degerlerinden daha buyuktur. Bu sonuglardan sicaklik
artisiyla enzim denaturasyonunun arttigi ve immobilize enzimlerin serbest
enzime gore denaturasyona karsi daha direncli oldugu soylenebilir. Converti
A. ve Del Borghi M. Streptomyces Murinus dan elde edilen serbest Gi enzimi
icin 70 °C ve 80 °C de k; degerlerini sirasiyla 0,2306 saat™ ve 2,380 saat™
immobilize glukoz izomeraz icin sirasiyla 0,0062 saat” ve 0,0343 saat”

olarak bulmuslardir [72].
4.12. Enzim Baglanma Kapasitesi

CC-iGi ve ECH-IGI igin enzim baglanma kapasitesi sirasiyla %72 ve %75

olarak bulunmustur.
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5. SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESI
Bu tez calismasinda elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir.

1. Slspansiyon polimerlesmesi teknigi ile sentezlenen P(MMA-HEMA
mikroboncuklari kireseldir. Mikroboncuklarin, hacimce %14’ Gnin capi 33
pm ile 93 ym arasinda, hacimce %40’ inin ¢api 100 uym ile 197 ym arasinda
ve geriye kalan hacimce %46’ sinin ¢apli 212 ym ile 879 pm arasinda

degisme gostermigtir.

2. Siyanurik klorur ve epiklorhidrin ile aktiflestirlen P(MMA-HEMA)

mikroboncuklarina kovalent baglanma ile Gi immobilize edilmistir.

3. Serbest Gi icin optimum pH degeri 7,5, CC-iGi ve ECH-iGi igin pH degeri

8,0 olarak bulunmustur.

4. Serbest Gi igin optimum sicaklik 60 °C, CC-iGi ve ECH-iGI icin optimum
sicaklik 65 °C olarak bulunmustur.

5. Serbest Gl igin K, degeri 6,50x10™ mol/L, Vimax dederi 2,42x10™° mol/L.dak,

olarak bulunmustur.

6. CC-iGI icin K, degeri 1,26x10'4 mol/L, Vmak degeri 4,18x10‘5 mol/L.dak,

olarak bulunmustur.

7. ECH-IGI icin K., degeri 2,55x10™ mol/L, Vmax degeri 3,46x107° mol/L.dak,

olarak bulunmustur.

8. Serbest GI' In, 42 giin, 4 °C’ de depolanmasi sonucunda baslangic

aktifliginin %56,4’ Gnld korumustur.
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9. CC-IGi ve ECH-iGI 42 giin, 4 °C’ de depolanmasi sonucunda baslangic
aktifliginin % 67’ sini ve % 67,4’ 4nu korumustur.

10. CC-iGi ve ECH-IGI’ in 110 dakika boyunca kolonda strekli kullanimi
sonucunda baslangi¢c aktifliginin  %73,6° sini ve %78,8 ini korudugu

gozlenmisgtir.

11. CC-IGI ve ECH-IGI igin enzim baglanma kapasitesi sirasiyla %72 ve

%75 olarak bulunmustur.

12. Serbest Gi, CC-IiGi ve ECH-IGI’ nin k; degerleri sicaklikla artmistir. Ayrica
serbest GI’ nin 70 °C ve 80 °C’ deki ki degerleri, CC-iGi ve ECH-IGI’ nin ayni

sicakliklardaki k; degerlerinden daha buyuktur.
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EK-1 Hazirlanan ¢ozeltiler

Cesitli pH’ larda Fosfat Tampon Cézeltilerinin Hazirlanmasi

" NazHPO,.12H;0 NaH,PO,.2H,0
(9/250 mL) (9/250 mL)
5,0 0,28 19,50
55 0,87 18,90
6,0 2,66 18,34
6,5 7,46 16,25
7,0 17,28 11,97
7,5 29,84 6,50
8,0 38,65 2,66
8,5 42,64 0,93
9,0 44,77 0,29

0,5 M fosfat tamponu hazirlamak igin yukaridaki tabloda verilen miktarlarda
Na;HPO,4.12H,0 ve NaH,P04.2H,0 alinarak damitik suda ¢ozulip hacmi

250 mL ye tamamlanmigtir.

Magnezyum Silfat Cozeltilerinin Hazirlanmasi (0,05 M)

1,23 g MgS04.7H,0O alinarak damitik suda ¢ozulip hacmi 100 mL ye

tamamlandi.

Perklorik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi (0,5 M)

% 65 lik HCIO4 ¢ozeltisinden 4,8 mL alinarak hacmi 100 mL ye tamamlandi.

L-Sistein Cozeltisinin Hazirlanmasi (% 2 lik)

2 g L-sistein alinarak damitik suda ¢dzulup hacmi 100 mL ye tamamlandi.



EK-1 (Devam) Hazirlanan ¢ozeltiler

Sulfurik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi (% 75 lik)

% 96 lik H,SO4 ¢ozeltisinden 78,1 mL alinarak hacmi 100 mL ye tamalandi.

Karbazol Cozeltisinin Hazirlanmasi (0,1 M)

60 mg karbazol alinarak 50 mL susuz etanol de (% 96 lik) ¢ozuldu.
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