POLI(METILMETAKRILAT-ko-GLISIDILMETAKRILAT) HIDROJELI
KULLANILARAK B-GALAKTOSIDAZIN KOVALENT BAGLANMA
YONTEMIYLE iMMOBILIZASYONU

Giil TUNG

YUKSEK LiSANS TEZi
KiMYA

GAZi UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

MAYIS 2006
ANKARA



POLI(METILMETAKRILAT-ko-GLISIDILMETAKRILAT) HIDROJELI
KULLANILARAK B-GALAKTOSIDAZIN KOVALENT BAGLANMA
YONTEMIYLE iMMOBILIZASYONU

Giil TUNG

YUKSEK LiSANS TEZi
KiMYA

GAZi UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

MAYIS 2006
ANKARA



Gll TUNG tarafindan hazirlanan Poli(Metilmetakrilat-ko-Glisidilmetakrilat) Hidrojelleri
Kullanilarak B-Galaktosidazin Kovalent Baglanma Yéntemiyle Immobilizasyonu adli
bu tezin Yiksek Lisans tezi olarak uygun oldugunu onaylarim.

Yrd.Dog.Hayrettin TUMTURK
Tez Yoneticisi

Bu calisma, jurimiz tarafindan Kimya Anabilim Dalinda Yiksek lisans tezi olarak
kabul edilmistir.

Bagkan  : Prof. Dr. Serpil AKSOY %

Uye : Prof. Dr. Halil ibrahim UNAL ~ |=t - Q /(/m%ﬂ

Uye : Dog. Dr. Meral KARAKISLA SAHIN /

Oye : Dog. Dr. Kezban ULUBAYRAM&t7< W
Uye : Yrd.Dog.Hayrettin TUMTURK

Tarih : 11 / 05/ 2006

Bu tez, Gazi Universitesi Fen Bilimleri Enstitiist tez ya uralfefina ygundur.



TEZ BILDIRIMI

Tez icindeki butun bilgilerin etik davranig ve akademik kurallar gergevesinde
elde edilerek sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak

hazirlanan bu g¢alismada orijinal olmayan her tirli kaynaga eksiksiz atif
yapildigin bildiririm.

A2

GUl TUNC



iv

POLi(METILMETAKRILAT-K0-GLIiSiDILMETAKRILAT) HIDROJELI
KULLANILARAK B-GALAKTOSIDAZIN KOVALENT BAGLANMA
YONTEMIYLE iIMMOBILIZASYONU

(Yuksek Lisans Tezi)

Giil TUNG

GAZi UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSO
Mayis 2006

OZET

Bu caligmada, B-galaktosidaz enzimi (EC.3.2.1.23), epiklorhidrin (ECH)
ile aktiflestirilen poli(metilmetakrilat-ko-glisidilmetakrilat) (P(MMA-ko-
GMA)) destegi kullanilarak kovalent olarak immobilize edilmistir.
Serbest enzim igin Michaelis-Menten sabiti (K.,) ve maksimum
reaksiyon hizi (Vmak) degerleri sirasi ile 0,343 mM, 0,0259 Mm.dak™ ve
kovalent olarak immobilize edilen enzimler igin ise 1. ve 2. bilegim igin
sirasli ile K, degerleri, 0,0625 mM, 1,907 mM, V.« degerleri ise 0,0502
mM.dak™, 0,274 mM.dak™" olarak bulunmustur. Serbest ve immobilize
enzim igin optimum pH degeri 5,0 olarak bulunmustur. Serbest ve
immobilize enzim igin optimum sicaklik ise sirasi ile 30 ve 35 °C olarak
bulunmusgtur. 35 °C ve 45 °C’de inaktivasyon sabitleri (k;) sirasiyla
serbest enzim igin 0,0144 dak™ ve 0,0198 dak™, 1.bilesim igin 0,0401
dak™ ve 0,0477 dak™, 2.bilesim igin 0,0422 dak™ ve 0,0503 dak™ ve
3.bilesim igin 0,0446 dak™ ve 0,0559 dak™ olarak bulunmustur. Serbest
enzim 30 gun sonunda aktivitesinin % 10° unu korurken, ECH
kullanilarak aktiflestirilen immobilize enzimlerde sirasiyla % 80, % 73, %
70 oraninda aktivite korunmustur. ECH kullanilarak aktiflestirilen
immobilize enzimlerin 20 kez kullanimi sonunda aktiviteleri sirasiyla %
50, % 37, % 26 olarak bulunmustur.



Enzimin tekrar kullanim sayisi, depolama ve termal kararlihgi
immobilizasyon iglemi ile arttinimistir.
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ABSTRACT

In this study, B-galactosidase (E.C 3.2.1.23) was covalently immobilized
on poly(methylmethacrylate-co-glycidylmethacrylate) (P(MMA-ko-GMA))
which was activated by using epichlorohydrin (ECH). Michaelis-Menten
constant (K,) and maximum reaction rate (Vmax) values were found as
0.343 mM and 0.0259 mM.min"', respectively for free enzyme. These
values for immobilized enzyme (for 1%t and 2"¢ compositions) were
found as 0.0625 mM, 1.907 mM and 0.502 mM.min"!, 0.274 mM.min",
respectively. The optimum pH value for free and immobilized enzyme
was found as 5,0 and optimum temperature for free and immobilized
enzyme were 30°C and 35°C, respectively. Inactivation constans of free
and ECH activated enzymes (in order of first, second and third
compositions) were calculated as 0.0144, 0.0401, 0.0422, 0.0446 min™
for 35°C and they were also calculated as 0.0198, 0.0477, 0.0503, 0.0559
min™, respectively for 45°C. After 30 days, it was observed that the
enzyme activities were % 80, % 73 and % 70 of the initial values for ECH
activated matrices, respectively. On the other hand, that of free enzyme

was % 10.
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Enzyme activities were found as % 50, % 37 and % 26 after 20 batch
experiments for ECH-activated P(MMA-co-GMA) immobilized enzymes.
Reuseability, storage time and thermal stability of free enzyme were

increased by immobilization.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu g¢alismada kullaniimis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler Aciklama

B Beta

Hm Mikrometre

Kn Michaelis sabiti

uv Ultraviyole

Vmak Maksimum hiz
Kisaltmalar Aciklama

APS Amonyum persulfat
BRT Britton ve Robinson tamponu
ECH Epiklorhidrin

GMA Glisidilmetakrilat
MMA Metilmetakrilat

P Poli

TEMED N,N,N’,N’-tetrametilendiamin



1. GiRI$

insanlar gercekte binlerce yil 6ncesinden bu yana enzimlerden
yararlanmiglardir. Ornegin alkol fermantasyonu, bira ve ekmek yapimi gibi
igslemler ilk biyoteknolojik prosesler olarak tanimlanabilir. 1783 yilinda
Spallanzaini’nin atmaca mide suyunun eti eritebilecegini bulmasi, 1811
yiinda Kirchoffun bugday nisastasinin zamanla dekstirin ve sekerlere
doénustiguna belirlemesi, 1830 yilinda Robiquet, Boutron ve Chalon’ain
amigdalinin aci badem tarafindan hidrolizlendigini kesfetmesi enzim
hakkindaki ilk ¢aligmalari gostermistir. Ayrica canl organizmadaki tum
maddelerin katalizorlerin etkisi altinda sentezlendigini ifade etmesi ve
biyolojik reaksiyonlari kimyasal reaksiyonlar arasina katmasi, enzimler
uzerinde sistematik galismalarin baglangici olmustur. Enzim teknolojisi olarak

adlandirilan yeni bir aragtirma ve galigma alani ortaya gikmigtir [1].

Enzimler, biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlarin canliiga zarar vermeyecek
iimli kosullarda gergeklesmesini saglayan biyokatalizorler olarak tanimlanir.
Katalitik etkileri kimyasal katalizorlerinkinden ¢ok fazladir ve bu etkinlik sabit
olmayip metabolizmanin gidisine gore azalabilmekte veya ¢ogalabilmektedir.
Enzim reaksiyonlarinda yan Urin meydana gelmez, verim %100°dur.
Enzimlerin en dnemli karakteristiji ¢ok spesifik olmalaridir, etki yaptiklari
maddeler tek ve belirlidir. Enzimler sabit bir sicaklik ve sabit bir pH'da
maksimum hizla caligirlar. Enzimler katalizledikleri reaksiyonun aktivasyon
enerjisini dislrerek hizi, kimyasal reaksiyonlara gore 108-10'° kat artirilar
[2,3].

Enzimlerin bu 6zellikleri, basta biyokimya ve molekiler biyoloji olmak Uzere
fizikokimya, bakteriyoloji, mikrobiyoloji, genetik, botanik, tarim, farmakoloji,
toksikoloji, patoloji, fizyoloji, tip, muhendislik ve biyoteknoloji gibi bilim dallari
ile onlarin endustiriyel, analitik ve biyokimyasal alanlarda uygulamalarina yol
agcmigtir [1].



Bir ¢ok avantaja sahip olmalarina kargin endustriyel uygulamalarda kullanilan
enzimler sinirhidir.  Clnkd enzimlerin pek c¢ogu kararsizdir. Enzimlerin
izolasyonu ve aritiimasi ekonomik degildir. Bu nedenle enzimlerin bir kez
kullanimi yerine immobilize edilerek tekrarlanabilir kullanimlari ekonomik

acidan buyuk dnem tagir.

Bu ¢alisma da, P(MMA-ko-GMA) hidrojelinin epiklorhidrin ile aktiflestiriimesi,
aktiflestiriimis bu hidrojele B-galaktosidaz enziminin kovalent baglanma
yontemi ile immobilize edilmesi ve ¢esitli parametrelerin etkisinin incelenmesi

amagclanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Enzimler

Katalizérler kendileri tepkimeye girmedikleri halde aktivasyon enerjisini
disurerek tepkime hizini artiran maddeler olarak tanimlanir. Enzimler
genellikle 15 000 ile birkag milyon arasinda degisen yuksek mol kultlesine
sahip protein yapisinda biyolojik katalizérlerdir. Enzimler tepkimenin kinetigini
etkiler. Buna karsilik tepkimenin termodinamidi uUzerinde etkisi yoktur.
Enzimler diger katalizorler gibi katalizledikleri reaksiyonun aktivasyon
enerjisini (E;) dusururler [4].

Enzimi olusturan amino asitlerin sayisi, dizilis sirasi ve molekdllerin yapisi
belirli bir dizen i¢indedir ve bu dizen enzimin substrata segiciligini saglar.
Bazi enzimler yalnizca proteinden olusurken, bazilari protein yaninda protein
olmayan bir Kisim icerirler. Bu tip enzimlerde, enzimin protein kismina
“apoenzim”, protein olmayan kismina, enzimden kolayca ayrilabiliyorsa
‘koenzim” veya “kofaktor”, sikica bagh ise “prostetik grup® adi verilir.
Koenzimler genellikle vitamin turevleri, organik molekuller ve inorganik metal
anyon veya katyonlardan olugur. Apoenzim ve koenzim birlikte “haloenzim”
diye adlandirilir. Haloenzimin bulylk bir kismini apoenzim olusturur.
Apoenzim tek bagina katalitik aktivite gdsteremez. Enzime katalitik 6zelligini
veren koenzim, tek basina gergek enzime gore ¢ok daha diusuk aktivite
gOsterir. Enzimin gergek aktivitesi sadece koenzim ve apoenzim bir arada

oldugunda gézlenir [5,6].

Enzim molekulunun belirli bir bolgesinde belirli amino asitlerin olusturdugu bir
kisim bulunur. Protein zincirinin bu bdlgesi enzimin katalitik etkisinden
sorumlu olup “aktif bolge” olarak tanimlanir. Substrat ve eger varsa koenzim
bu merkeze, hidrojen baglar, hidrofobik etkilesimler, iyonik baglar ve / veya
kovalent baglar ile baglanir. Substratin donugime katilan ve katalitik prosesi
yuruten amino asitler de aktif merkezden sayilirlar [1,7,8].



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

sirasinda aktif bolgedeki yapisal degisikliklerin incelenmesi ile iligkilidir.

Aktivasyon enerijisi

Molekdllerin birbirleri ile reaksiyona girebilmeleri igin disaridan enerji almalari
gereklidir. Butln kimyasal tepkimelerde aktivasyon enerjisi olarak bir ener;ji
engelinin asilmasi gerekmektedir. Reaksiyonun hizini belirleyen en 6nemli
faktor aktivasyon enerjisi (Ez) denilen bu enerji ihtiyacinin buayuklagaddar.
Enerji engeli ne kadar ylksek 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 olusmasi ile daha ¢ok substrat aktivasyon enerji engelini
asabilmekte, reaksiyon hizi artmakta ve birim zamanda olugan Urin miktar
artmaktadir. Reaksiyon sonunda serbest kalan enzim ortamdaki diger
substrat molekullerine baglanarak onlarin da aktivasyon enerjisini dugtrecek
ve onlarin da Urune donusumund hizlandiracaktir. Genel olarak aktivasyon

enerjisi dusuk olan tepkimelerin hizlari yiksek olmaktadir.

Hicresel kosullarda enzimler daha dusuk aktivasyon enerjisi gerektiren
alternatif yollar olusturarak tepkimelerin gerceklesmesini saglamaktadir.
Enzimle katalizlenen reaksiyonlarin gogu katalizlenmeyen reaksiyonlara gore
10 ile 108 kere daha hizli olarak gerceklesir. Tipik olarak bir enzim molekull
saniyede 100-1 000 substrat molekullinu drline gevirme yetenegine sahiptir.
Enzim basina dusen urine donusturilmis substrat molekill sayisina

“Turnover sayisi” denir [6,7].



Aktif bolgedeki dedisiklikler

Aktif yerler bir serit yarik, ¢atlak, oyuklardir ve kataliz icin gerekli temel polar
artiklarda ihtiva ederler. Yapilar bilinen enzimlerin hepsi de substrat
molekullerinin  ¢odunlukla suyun ayriimasi ile vyarik veya c¢atlaklara
baglanirlar. Aktif yerler bir enzimin toplam hacmine oranla kiglk bir kismini

teskil eder.

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

bulunur.

Aktif merkez ile substrat, bir anahtar ile kilit gibi birbirine uygunluk gosterir.

woog

Bu sekil Emil-Fischer’in tarif ettigi “anahtar ve kilit” durumuna uyar. Ancak
substrat ile bulugtuktan sonra enzim 6zel yapisini almakta ve substrat aktif
bdlgeye baglanmaktadir. Bu dinamik tanima olayina “indiklenmis uyum”

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



mSUBSTRAT

A-)Anahtar Kilit e,
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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 analitk ve tibbi uygulamalari gin gegctikge
yayginlagsmaktadir. Enzimlerin katalitik potansiyelleri yalniz analitik amaglar
icin degil ayni zamanda sentetik amaglar ve modifikasyonlar i¢in de
degerlendiriimektedir. Bu gergcevede basta gida sektori olmak UGzere, ilag
sanayi, kimya sanayi, deri ve tekstil sanayi gibi bircok sanayi dalinda

enzimler genig uygulama alanlari bulmuslardir.

Yeterli kosullarin saglanmasi durumunda etkilerini gosterebiliyor olmalari
enzimlerden dogal ortamlarinin digindaki pek ¢ok alanda yaralanabilme

imkanini ortaya gikarmaktadir.

Endustride kullanilan enzimlerin yaklagsik % 30-35’i deterjan sanayinde, %

20-25'i nigasta ile ilgili alanlarda, % 20’si sut ve sut GrUnleri sanayinde



kullaniimaktadir. Bira, meyve ve sarap, unlu mamuller, tekstil, kagit, deri ve
yem sanayiinde kullanilan enzimler igin her alanin yaklagik % 1-5 arasinda
bir pay! bulunmaktadir [1].

2.2. Galaktosidazlar

Galaktosidazlar glikozidazlarin bir alt sinifi olan hidrolitik enzimlerdir.
Glikozidazlar da glikozil bilesikleri Uzerinde etkili olan olduk¢a genis ve
onemli bir enzim grubudur. Basit glikozidler ile kompleks oligo- ve
polisakkaritlerdeki glikozidik badlarin hidrolizini katalizler. Glikozidazlar,
hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda olduk¢ga yaygin olarak
bulunurlar. Yaklasik 150 yildan bu yana arastirmacilar glikozidazlarla ilgili
farkli calismalar yapmiglardir. Uzun zamandan beri biyokimyanin en ilging
konularindan olmasina ragmen glikozidazlarin molekuler ozellikleri ve etki
mekanizmalar hakkinda ¢ok az bilgi edinilebilmis ve sadece birkag! kristalize
edilebilmigtir.

Glikozidazlarin bir kismi glikozil artiklarini oligosakkaritlere, polisakkaritlere
ve diger alkolik reseptorlere transfer ettikleri halde hidrolaz sinifina dahil
edililer. Glikozidazlar, O-glikozil, N-glikozil ve S-glikozil bilesiklerini
hidrolizleyen enzimler ( EC 3.2.1, 3.2.2, 3.2.3 ) olarak ¢ gruba ayrilirlar ve
cok cesitli glikozidik baglar Uzerinde etkilidirler. Temel olarak yuklu grup
icermeyen substratlarla ilgilidirler. Tum belirleyici gruplar ya hidroksil gruplari
ya da hidrojen atomlandir. Bu nedenle de spesifiklikleri bir model ile
belirlenmelidir. Glikosidazlar 6zellikle gseker halkasinin konfiglirasyonuna
spesifiktirler.  Ornegin; o-galaktosidazlar monosakkarit, oligosakkarit,
glikopeptit ve fenole a-bagli terminal galaktoz artiklarini, B-galaktosidazlar ise
1,6-, B-1,4- veya B-1,3- bagl terminal galaktoz artiklarini hidrolizleyebilirler

[9].

Glikozidazlar, genel olarak endo- ve ekzo- glikozidazlar olarak iki gruba
ayrilirlar. Glikoproteinler Gzerinde etkili olan endoglikozidazlar; 6rnegin, endo-



B-galaktosidaz ( EC 3.2.1.103 ), endo glikozidaz D ( EC 3.2.1.96 ) dir.
Ekzoglikozidazlar ise sadece terminal artiklar Uzerinde etkilidirler. Bunlar;a-
galaktosidaz ( EC 3.2.1.22 ), B-galaktosidaz ( EC 3.2.1.23 ) 6rnek olarak

verilebilir.

Galaktosidazlar, ekzoglikozidazlarin en iyi bilinen sinifindandirlar.
Ekzoglikozidazlar, glikoprotein ve glikolipidlerdeki karbonhidrat yapisini
degistirirler. Bu enzimler O-glikozil bilegiklerini hidrolizleyen enzimler olup a-
ve [B-galaktozidazlar olarak iki gruptan olusurlar. a-Galaktosidazlar (a-D-
galaktosid galaktohidrolaz, EC 3.2.1.22), galaktoz oligasakkaritleri,
galaktolipitleri iceren a-D-galaktozidlerdeki, indirgen olmayan a-D-galaktoz
artiklarin hidrolizler. p-Galaktozidazlar (B-D-galaktozid galaktohidrolaz, EC
3.2.1.23), B-D-galaktozidlerdeki terminal indirgen olmayan [(-D-galaktoz
artiklarini hidrolizler. Bu gruptaki enzimlerden bazisi a-L-arabinozitleri de
hidrolizlemektedir [10-14].

2.2.1. B-Galaktosidaz enzimi ve ozellikleri

1960’ yillardan bu yana B-galaktosidaz enzimi kullanilarak satin laktoz
iceriginin  hidrolizi gergeklestiriimektedir. B-galaktosidaz (B-D-galaktozid
galaktohidrolaz, EC 3.2.1.23) enzimi hidrolazlar sinifindandir. Hidrolazlar
ester, eter, glikozil, asid anhidrit, C-N, C-C, C-O, P-N badlarinin hidrolitik
kopariimasini hidroliz eden enzimlerdir [15,16].

B-Galaktosidaz disindaki tim disakkaridazlarin miktari ortamda bulunan
disakkarit miktarinin artmasi ile artis gostermekte, B-galaktosidaz ise artan
laktoz miktarina karsilik artis gostermemektedir. B-Galaktosidaz enziminin
ticari ismi ise laktazdir [4].

Kofaktor icermezler. Metal ile aktive olan bir enzimdir. Metalle aktive olan
enzimler, ¢Ozeltideki alkali ya da toprak alkali iyonlar zayifca baglayan
enzimlerdir. Bu iyonlar substratla birlikte ¢ozeltiden alinirlar. Enzimin aktif



merkezindeki enzimin maksimum aktivite gosterecedi pH degerini

degistirerek enzimin aktivitesini artirirlar [17].

Gunumuzde enzimlerin U¢ boyutlu yapilarn, ayrintili bir sekilde X-iginlan
kristalografisi ile goruntulenebilmektedir. Sekil 2.2 de B-galaktosidazin ¢
boyutlu yapisi gosterilmistir. Arthrobacter sp.C2-2 (B-galaktosidazi i¢in sari
renk ile TIM alanlari, kirmizi renk ile F zincirinin 829-839 kalintilari
gosterilmigtir. E.coli B-galaktosidaz icin ise TIM alanlari mavi ile D 274-287
zincirinin kalintilarida yesil ile gosterilmigtir. Glu 442 ve C221--Gal'in Glu
521 katalitik kalintilari ise kavun igi renk ile gosterilmigtir. Her iki tirde (-
galaktosidazin TIM alanina yuklenmigtir. Her iki B-galaktosidazdaki farkh
hekzamerik ve tetramerik oligomerizasyon, TIM alanina ve (B-galaktosidazin
aktif merkezine yakin olacak sekilde, komsu monomerlerin farkli pargalarini

meydana getirir [18].
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274-287
E. coli

829-839
Arthrobacter

Sekil 2.2. B-Galaktosidazin ti¢ boyutlu yapisi

B-Galaktosidaz enzimi bir metalo enzim oldugu icin Na* ve Mg*? iyonlariyla
aktive edilir. Sekil 2.3 de B-galaktosidaz enziminin i¢c boyutlu yapsinda Na*
ve Mg*? iyonlar gésterilmistir. Na* iyonlari olarak tanimlanan c¢éziici
molekiller acik gri renkteki daire ile gosterilmistir. Aktif merkezde tanimlanan
magnezyum iyonu ise (a ile gosterilen) koyu renkteki daire ile olarak
gosterilmistir. D1-D5 olarak bes farkh alan gésterilmistir. Baglangigtaki amino
gruplari, elektron yogunluklu olan 13. kalintidan baglar. Ayrica bu amino asit
birimi 50’ye kadar uzayan a-tamalayici peptite karsilik gelir. Bu peptitin
bulundugu alan t ile goésterilmistir. Dért heliks yapisinin yarisini olusturan
heliks cifti (aktif alanin ara ylzeyinde) b ile gdsterilmistir. D5 alaninin merkezi
c ile gosterilmistir [19].
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Sekil 2.3. B-Galaktosidaz enziminin iic boyutlu yapisinda Na* ve Mg*?
iyonlarinin gosterimi

B-Galaktosidaz, B-glikozidik bag iceren oligo ve polisakkaritlerin hidrolizinde
gorev alir. B-Galaktosidaz enzimi bir disakkarit olan laktozu onun bilesenleri
olan monosakkaritlere glukoz ve galaktoza hidroliz eder. Yani, sit sekerini
uzim sekerine geviren badirsak enzimi olarak da tanimlanabilir. Laktozun
glukoz ve galaktoza donisumu, gida teknolojisi ve beslenme agisindan
onemlidir. Canku hidrolizin temel Urtnleri daha tath, daha ¢ézlnebilir, daha
kolay fermente edilebilir ve ince bagirsak tarafindan direkt absorbe edilebilir
niteliktedir [20-22].

B-Galaktosidaz enzimi, Kalifornia deniz arslani hari¢ bitin memelilerde

mevcuttur. insan ince bagirsaginda ¢ degisik B-galaktosidaz vardir.

1. Laktaz (laktaz 1): ince bagirsak epitel hiicresinin kenar membraninda
bulunur. Gidalarla alinan laktozu glukoz ve galaktoza hidroliz eder. Bu
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hidroliz Grlinleri Na™’a bagimli ve aktif olarak bagirsak epitel hiicresi igine

tasinirlar.

2. Asit B-Galaktosidaz (laktaz 2): Ince bagirsak epitel hiicre lizozomlarinda

bulunur.

3. Hetero-B-Galaktosidaz : Ince bagirsak epitel hicre stoplazmasinda

bulunur.

Asit ve hetero B-galaktosidaz’in gidalarla alinan laktozun sindiriminde roll

gorulmemektedir [23].

B-Galaktosidaz, substrat olarak laktoz kullandiginda, ao-laktozdaki B-1,4
bagini kirarak es molekiler glukoz ve galaktoz karigimi olugturmaktadir.

CH,OH CH,OH H,0 CH,OH CHOH
0 0 0
OH
/0 \ OH . oH
OH OH OH
OH OH OH OH
Laktoz Galaktoz Glikoz

Laktozun hidroliz reaksiyonu

B-Galaktosidaz, substrat olarak p-nitrofenil-B-galaktosit kullandiginda ise

ortamdan su ayrilarak Grun olarak galaktoz ve p-nitrofenoll olusturur.

6]
O/Qi NO; B-galaktosidaz
> Galaktoz + HO NO,

—H,0

p-nitrofenol
p-nitrofenil- B -galaktosit

B-Galaktosidaz enziminin katalizledigi reaksiyon
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Ancak ortamda akseptér seker varliginda asagidaki reaksiyonlar

onerilmektedir.

Enzim + Laktoz » Enzim-Laktoz Kompleksi

Enzim-Laktoz » Galaktozil-Enzim +Glukoz
Galaktozil-Enzim +H,O —» Galaktoz + Enzim
Galaktozil-Enzim +Akseptor seker ——p Oligosakkarit + Enzim

B-Galaktosidaz mekanizmasinda galaktoz, hidroksil grubu igeren herhangi
akseptore transfer olmaktadir. Akseptor su ise serbest galaktoz olusmaktadir.
Ancak ortamda baska seker varsa oligosakkaritler meydana gelmektedir. Bu

olaya “transferaz aktivitesi” denmektedir [24].

di veya oligosakkarit

(b

Laktozun B-galaktosidaz enzimiyle hidrolizi a) B-galaktosidaz enzimi ile
laktozun etkilesmesi b) B-galaktosidaz enziminden galaktozun transferi
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B-Galaktosidazin dodada bulunusu

B-galaktosidaz dodada yaygin olarak bulunmaktadir. Bitkilerde, hayvan
dokularinda ve mikroorganizmalarda bulunabilmektedir. Cizelge 2.1°de (-

galaktosidaz enziminin kaynaklar verilmektedir.

Cizelge 2.1. B-galaktosidaz enziminin bulundugu kaynaklar

Bitkiler Seftali, kayisi, badem,kefir taneleri,

yaban gill, kahve

Hayvan organlari ince bagirsak, beyin ve deri dokusu

Mayalar Kluyveromyces-(Saccharomyces) lactis
Kluyveromyces-(Saccharomyces)
fragilis

Candida pseudotropical
Brettanomyces anomolus

Wingea robersii

Bakteri Escherichia coli, Thermus aquaticis,
acillus sp.
Bacillusmegaterium-streptococus lactis,
Streptococus thermophilus,
Lactobacillus-bulgaricus, Lactobacillus
helvenous,

Bacillus-circulans,-Bacillus
steorotherrphilus

Lactobacillus sporogenes

Mantar Neurospora crassa, Mucur pucillus,
Alternaria palmi

Asperigillus foetudut, Mucur miehiei,
Curvularia inoegualli
Asperigillus.niger,.Fusorium moniliforme
Asperigillus.flovus,.Alternaria alternara
Asperigillus oryzeae

Asperigillus phoenicis
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Diger kaynaklar ile karsilastiriidiginda mikrobiyal B-galaktosidazlarin ticari
Oonemi daha fazladir. Bakteri, maya ve mantar kaynaklari 3-galaktosidaz igin
cok iyi kaynaklardir. Mikrobiyal B-galaktosidazlar farkli 6zellikler gosterirler,
bundan dolayi proseslerde enzim kaynagi iyi segilmelidir [25].

Cizelge 2.2. Bazi mikrobiyal B-Galaktosidazlarin karakteristikleri

Kaynak Molekil | Opt Opt. Aktivator | Tyonik Km K; Km
Kitlesi pH T(C) inhibitér | Laktoz | Galaktoz | /K;
(kdal) (mp) | (mp)
A.niger 124 3,0- [5560 |lhtiyag | yok 20-85 |4 5-
4,0 yok 20
A.oryzae | 90 5,0 50-55 | ihtiyag yok 50 57 0,8
yok 8
K.lactis 135 6,5- |35 K', Mg~ | ca”, 12-17 | 42 0,3
7.3 Na* 8
K.fragilis | 201 6,6 37 K, ca”, 14 28 0,5
M 92+, Na*
Mn2+
E.coli 540 7.2 40 Na"K', |- 2 21 0,1
M92+
B.subtilis | - 6,5 50 ihtiyag | - 700 40 17
yok
B.stearoth | 215-230 | 5,8- | 65 Mg* - 2 20 0,1
ermo- 6,4
philus
S.ther- 530 7.1 55 K, Mg, | ca™ 7 60 0,1
mophilus Mg*

Uygulamalarda en énemli nokta B-galaktosidazin ¢alistigi pH arah@idir. Buna
dayanarak kiflerden elde edilenlere asit-pH enzimi, maya ve bakterilerden
elde edilenlere nétral-pH enzimi olarak adlandirlir. Asit-pH enzimi igin
optimum pH aralidi 3-5 olup bu tir B-galaktosidazlar peynir suyu prosesine
uygundur. Bu grubun en énemli kaynaklan; A.niger ve A.oryzae'dir. Bu
kaynaklardan elde edilen enzimlerin avantajlari; 1sil kararli olmalar ve dusuk

pH’ da aktivite gostermeleridir. Dezavantajlar ise A.oryzae'nin intraselllar
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enzim uretmesi, bu enzimlerinde K, / K; oranlarinin (galaktoz ile kuvvetli
inhibe olma egilimlerinin) buyuk olmasidir. Mayalardan elde edilen -
galaktosidazlar notral pH da calistiklari igin laktozun hidrolizine daha
uygundur. Enzim aktivitesi ortamdaki K' ve Mg*? iyonlarinin
konsantrasyonuna baglidir. Yiiksek orandaki Na* ve Ca*? iyonlari ise enzim
inhibisyonuna yol agmaktadir. Bu grup igin tipik kaynaklar K.fragilis ve
K.lactis’tir. Maya enzimleri, peynir fermantasyonu ile yliksek oranda elde
edilmektedir. Bu nedenle pahali degildirler. Sadece optimum sicakliklarinda
her turli mikrobiyal gelismeye agik olmalari en buylk dezavantajlandir. Bu
nedenle kullanimlarinda kisa hidroliz slresi ve yiuksek enzim dozaji
Onerilmektedir [26,27].

B-Galaktosidazin substrat spesifikligi

Laktoz

Sut sekeri olarakta bilinen laktoz, 1 mol D-glukoz ile 1 mol D-galaktozun 3
(1—4) galaktozidik (glikozidik) bag ile baglanmasi sonucu olusmaktadir.
Yapisinda yer alan glukozun serbest aldehit grubundan otira laktoz
indirgendir. Laktoz, sutte ve peynir alti suyunda bulunmaktadir. Sadece st
sekeri olarak bulunan laktozun tathhdi disuktur. Glikoz ve galaktozdan
olusan bu disakkarit baska isimlerle de adlandiriimaktadir; B-D-
galaktopiranozil- B-glikopiranoz veya glikoz- 3-D-galaktosit [4,28,29].

insan sitlindeki laktoz konsantrasyonu si§ir siitiniin hemen hemen iki
katidir. Laktoz sutl olusturan 3 temel bilesenden birisidir. Sitteki diger kati
bilesenler yag ve proteindir [30-32].

Sadece laktasyon sirasinda meme bezi tarafindan sentez edilen laktoz,
Ozellikle sut cocuklarinda aktif olan laktaz enzimi tarafindan bagirsak mukoza
hicrelerinde glukoz ile galaktoza ayrilmaktadir. Laktaz eksikligi bazi kisilerde
laktoz intoleransina neden olmaktadir [33].
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Laktozun yapisi

(1—4)B-D-Glukozidik bag

indirgen grup

CH,OH CH,OH
HO e

H

OH HY © OH H
H H

H OH 1
D-Galaktoz kalintisi D-Glukoz kalintisi

Laktoz yapisindaki B-D-glikozidik bag

B-Galaktosidaz ile hidrolizi sonucu laktozun bazi istenmeyen ozellikleri
giderilebilmektedir. Laktozun istenmeyen ozellilkeri ise sakkarozdan % 60
oraninda daha az tathlik, dislik ¢ozunurllik, yuksek derisimde yer aldig

uriinde agizda kumlu yapi hissi, zayif sindirilebilirlik ve laktoz intoleransidir.



Cizelge 2.3. Substrat spesifikligi
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Vmak (4 mol/dak  [Vmak

Substrat Km (mol / L) .
mg enzim) Kn(x10™)
a-Nibropenil-B-D—ga|aktOSik 1 61X1 0-4 178 1 10
|P—Nitropenil-B-D—galaktosid 5.31x10® 224 44
[Metilsalisilik-B-D—galaktosid 2.50x10® 42 0,17
|Fenil-B-D—galaktosit 1,47x107° 10,4 0,71
o-Laktoz 1,90 x 10° 6,55 0,35
B-Laktoz 8,32x10° 12,8 0,15
(o—nitropenil) -p -D — galaktosit 1,20x10™ 0,00 0
B-Galaktosidazin uygulama alanlari
Laktaz
Siit
C D
A
B Peynir
Peynir alti suyu
A2 ¥
niu Sekerleme]{Dondurma ||;
A1 —l friinler m i |Tatli (soduk) ||i¢ecekler || v-s
i

| | Tiiketici

Sekil 2.4. Endustride B-galaktosidaz ( laktazin ) enziminin uygulanmasi
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A; (Farmasotik uygulamalar) : Laktazin agiz yoluyla alinmasi; asitli laktaz

direkt olarak sindirilirken, notral laktazise direkt olarak sindirilemez.

Ay B :Tuketici tarafindan direkt olarak sute laktazin uygulanmasi; nétral
laktaz tlketici tarafindan site eklenmektedir. Buzdolabinda bir gece
bekletildikten sonra kullanilan laktaz miktarina bagl olarak sit kismen veya

tamamen hidrolizlenir.

C, D : Gida endustrisinde uygulamalar

B-galaktosidaz kullanilarak gelistiriimis bazi sut Grinlerini su sekilde
siralayabiliriz:

o Diusuk laktozlu sht

e Laktozu hidrolizlenmig sutten yogurt uretimi
e Laktozu hidrolizlenmig sutten peynir Gretimi
o Diusuk laktozlu konsantre dondurma

e Peynir alti suyu laktozundan tath surup Gretimi

B-Galaktosidazin fizyolojik 6nemi ve eksikligi

B-galaktosidaz enzimi, vicutta ince bagirsak hucreleri tarafindan salgilanir,
laktozun ince bagirsakta bu enzimle hidrolizlenmesi sonucunda olugan glikoz
ve galaktoz yine ince bagirsaktan absorblanarak kan dolagimina gecer ve
karacigerde metabolize edilir. Enzimin ince bagirsakta uretimi yeni dogan bir
bebek icin ¢ok 6nemlidir. Sindiriimemis laktoz ¢cocuklarda ve yetigkinlerde
higbir ise yaramadidi gibi gocuklukta buyumeyi engellemektedir.

B-galaktosidaz enziminin yetersizligi veya tamamen eksikliginde laktoz
intoleransi meydana gelmektedir. Laktoz intoleransi olan kigilerde ince
bagirsak duvarindan ¢ok az miktarda laktoz moleklll hicre igerisine
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gecebilir ve geride kalan blylk miktardaki laktoz vicut tarafindan
kullanilamaz. Sindirilemeyen laktoz ince bagirsaklardan kalin bagdirsada
hareket eder. Burada iki olay meydana gelmektedir; bunlardan birincisi
fiziksel digeri ise biyokimyasal bir iglemdir. Fiziksel proseste, ince bagirsak
sivisindaki laktoz molekdllerinin tanecik sayisinin artmasi sonucunda olusan
osmotik etki ile dokulardaki sivi ince bagirsaga cekilir. Biyokimyasal proseste
ise, laktoz kolonda bakteriler tarafindan fermente edilerek organik asitler ve
CO2’e donusturalur. Bu maddeler sislik hissi, gazli gegirme, karin bolgesinde
kramplar ve sulu patlayan ishalleri iceren birgok fermantatif ishal
semptomlarina yol agmaktadir [34-44].

Entercblast lyilesme
olimd hiperplazisi ~ replasmani

Salgilama

Virls isfilasi

Sekil 2.5. Enzim bozuklugu
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Cizelge 2.4. immobilize B-Galaktosidaz sistemleri

Kaynak Destek immobilizasyon metodu Substrat

S.lactis Benzenmenkaptan Hidrofobik baglarin ONPG
iceren poli-akrilamit | olusumuyla adsorbsiyon | peynir alti
yataklari suyu

S.lactis Aminoetil sepharose Diazo metoduyla | Sit

kovalent eslesme

S.lactis Oksiran  poliakrilamit | Oksiranaktif ONPG
S.fragillis | yataklari gruplariylakovalent
eslesme

S.fragillis Polietilenimin Glutaraldehitle kovalent | Laktoz

Jelatinle kaplanmig | baglanma

polietilenimin
S.lactis Seliiloz triasetat Fiberehapsetme, islak | Kaymaksiz steril
(Gist- bikilme metodu, cam | siit(25°C)
Brocodes) kolona sarilarak

paketlenmis enzim

S.lactis Polivinil alkol jel Hapsetme Sat

(Gist-

Brocodes

K fragillis | Lifli kolojen Butin hiicre hapsediliyor | Laktoz ¢ozeltisi

Peynir alti suyu
Kaymaksiz sit
Sat

2.3. Enzim immobilizasyonu

Immobilizasyon, enzim teknolojisinin en eski ve en pratik tekniklerinden
birisidir. Immobilizasyon, biyolojik olarak aktif maddelerin (enzim, hiicre,
hormon) katalitik aktivitelerini kaybetmeksizin defalarca ve slrekli

kullaniimasi amaci ile gesitli desteklere yerlestiriimesidir.

Enzimler, suda ¢6zinmeyen bir destede fiziksel veya kimyasal olarak

baglanarak, suda ¢oziinmeyen bir urlin veren bir kopolimerizasyona enzim
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molekulinin monomer olarak katilmasiyla ve suda ¢dzinmeyen bir matriks

veya suda ¢dzunmeyen mikrokapsullerde tutuklamakla immobilize edilirler.

Immobilizasyon sirasinda enzim molekiillerinde yapisal degisiklikler olabilir.
immobilize enzimin hareketleri cesitli faktorlere baglidir. Bunlar, enzimin,

destek, aktiflestirici ve gapraz baglayici ile etkilesmesi olarak belirtilebilir.

Immobilize enzimler ve bunlarin uygulamalar ile ilgili ¢alismalar sirekli
olarak gelismeye devam etmektedir. immobilize enzimler, gida sanayinde,
klinikte ve endulstriyel alanda pek ¢ok uygulama alani bulurlar. Gergek
anlamda ilk enzim immobilizasyon denemelerinin sonuglari 1950°li yillarda
bircok calisma grubu tarafindan popularite kazanmis olup enzimler degisik
amaglarla immobilize edilmistir. Daha sonra, enzim immobilizasyonu 1961
yilinda Nelson ve Griffen tarafindan gergeklestirilmigtir. ilk ticari proses ise
1967 yilinda immobilize amino agilaz kullanilarak D ve L amino asitlerin
aydinlatildigi prosestir.

Son yillarda enzim immobilizasyonunun yaninda mikroorganizma
immobilizasyonu da 6nem kazanmigtir. Substrat, mikroorganizmanin icerdigi
enzimlerden biri igin 6zgul ise saf bir enzim immobilizasyonu yerine bunu
iceren mikroorganizmanin immobilizasyonu ve saflastinimasina gerek
kalmayacagindan ekonomik agidan biiyiik yarar saglamaktadir. Ozellikle son
urin elde edebilmek igin birden fazla enzimden yaralaniyor ve problem
yaratmiyor ise enzim yerine mikroorganizma immobilizasyonu g¢ok
ekonomiktir [45,46].

Immobilize enzimlerin serbest enzimlere karsi avantaj ve dezavantajlarini su

sekilde 6zetleyebiliriz;
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Serbest enzimin dezavantajlari;

Enzimin drinden ayriimasinin zorlugu

Enzimin tekrar kullanim imkaninin olmamasi

Uriin inhibisyonu ile reaksiyonun sinirlanmasi

Reaksiyonun kontrol zorlugu

Reaksiyonun durdurulmasindaki guglukler, gida endustrisinde yuksek
sicaklik uygulanarak enzimatik reaksiyonun durdurulmasi guglikleri

Proseslerde kisitli uygulanabilirlik; genellikle kesikli islemler.

Immobilize enzimin avantajlari;

Enzimin tekrar kullanilabilirligi

Enzimin ortamdan kolayca ayrilabilmesi ile reaksiyonun
sonlandirlabilmesi

Reaksiyon kontrolunin mumkin olmasi

Uriin inhibisyonunun az olmasi

Yuksek pH ve sicakliklarda karaliligin daha fazla olmasi

Destegin yuk ozelliklerinin degistirilerek daha genig bir pH arahiginda
yuksek potansiyel

Surekli ve kesikli sistemlere uygulanabilirlik

Reaktor tasarim imkaninin fazla olmasi [47,48].

Immobilize enzimlerin bazi dezavantajlan da vardir. Bunlarin baslicalari

asagida 6zetlenmistir [49].

immobilizasyon islemi boyunca enzim aktifligi azalabilir veya kaybolabilir.
Cok basamakli immobilizasyon islemlerinde enzim kararhhgr sinirlidir.

Enzim desteklerinin maliyeti yuksektir.
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Ayrica immobilize enzimlerden ilag ve kimya endustrisinde yararlanilir. Yar
sentetik penisilinlerin Gretimi; a-amino asit ester hidrolaz, amino veya
hidrazin igeren ilaglarin n-oksidasyonu, flovaprotein oksidaz, akrilamit;
nitrilaz, insan insilinin, biyolojik aktif peptitlerin yar sentezi ise proteaz
enzimi kullanilarak gerceklestirilir. Asparaginaz; I6seminin tedavisinde,
katalaz; perboratin uzaklastinimasinda, deoksiribonlkleaz; otoimmun
dokular, sistemik kritromatosus deri veremi tedavisinde, difteritoksin
(tonslokaz); kanser tedavisinde, fibrinolizin; periferal trombozun
¢obzulmesinde; invertaz; ilag daglim sisteminin gbézlenmesinde ve Ureaz;

urenin uzaklastinimasi igin kullanihr [50,51,1].

2.3.1. Enzim immobilizasyonunda kullanilan destekler

Bir immobilize enzim sisteminin en 6nemli U¢ bileseni; enzim, destek ve
immobilizasyonda kullanilan yontemdir. Destek materyal bir membran, suda
¢6zunur bir kati ya da polimer bir matriks olabilir [52].

lyi bir destek materyalinde genis yiizeysel alan, gegirgenlik, hidrofilik
karakter, c¢cozunmezlik, kimyasal, mekanik ve termal kararlilik, yuksek
tutuculuk, uygun bigim ve parga buylkligl, mikrobiyolojik saldirilara karsi
direng gibi 6zellikler aranir. Bu 6zellikler enzim aktiflijinin korunmasini ve

igslem kararlihgini arttinr [53].

Enzim immobilizasyonunda dogal ve sentetik birgok organik ve inorganik
materyal kullaniimaktadir. Organik destekler dogdal polimerler, proteinler, aktif
karbon ve sentetik polimerler olarak siniflandinlabilir.  Enzim
immobilizasyonunda kullanilan polisakkarit tlrevlerinin en buylk avantaji
hidroksil gruplarina sahip olmalaridir. Destek materyaldeki bu hidroksil
gruplari  enzimlerin  elektrofilik  gruplan  ile  etkileserek  enzim
immobilizasyonunu sadlarlar. Buna ilaveten polisakkarit desteklerinin zayif
nikleofilik 6zellikleri ile aktivasyonu alifatik veya aromatik, karboksil veya tiyol
gruplan kullanilarak gergeklestirilebilir [54,55].
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Enzim immobilizasyonunda kullanilan destekler morfolojilerine gore
(g6zenekli, gdzenekli olmayan ya da jel tipi) ya da kimyasal bilesimlarina
gore siniflandinilir. En yaygin olarak kullanilan destekler Cizelge 2.5 ‘de
verilmektedir. Enzim immobilizasyonunda destek olarak sentetik polimerlerin
kullanilmasi, mikrobiyal ataklara karsi inert olmasi, ylksek kimyasal
kararliliga sahip olmasi ve kompleks tampon bilegenlerinin kullaniimasinda

cesitli segenekler olmasi gibi bazi avantajlar saglamaktadir [56,57].

Cizelge 2.5. Enzim immobilizasyonunda kullanilan destekler

Anorganik Polimerler Dogal Polimerler Sentetik

Kil Seluloz Polistiren turevleri

Cam Nisasta Poliakrilamit

Bentonit Dekstran Naylon

Hidroksiapatit Agar ve agaroz Vinil alil polimerleri

Titandioksit Karajenan Oksiranlar

Zirkonyumdioksit Kollojen Metakrilat

Nikel oksit Kitin ve kitosan lyon degistirici recineler

Pomza tasi Jelatin Maleik-anhidrit
polimerleri

Aktif karbon Albumin

Metaller Ipek

Metal oksitler

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak desteklerin se¢iminde bazi kriterlere
dikkat edilmelidir. Bunlar; immobilizasyon yontemi, substratin yapisi ve
mekanik &zellikleridir. immobilizasyon iyonik veya kovalent baglama ile
gerceklestirilecekse destegin fonksiyonel gruplar igermesi gerekir. Substrat
blyluk molekilli ise ozellikle tutuklama yontemleri ve gbézenekli destekler

difizyon ve sterik engellemeden dolayi pek uygun degildirler [58].
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Enzim immobilizasyonunda kullanilacak destekte aranan nitelikler :

e Hidrofilik karakter,

e Suda ¢éziinmeme,

e Gozenekli yapi

e Mekanik isil kararliligi ve uygun partikdl formu,

¢ Kimyasal ve termal isil kararlihgi,

e Kovalent baglamada kullanilacak destekler yumusak kosullarda reaksiyon
verebilen fonksiyonel gruplar tagimall,

e Mikroorganizmalara karsi direnglilik,

e Ucuzluk,

e Zehirsizlik.

2.3.2. Polimerler

Polimerler ¢evremizdeki canli ve cansiz dogada ¢ok yaygin olarak bulunan
maddelerdir. Polimerler, gunlik yasantimizin her alaninda yaygin olarak
kullanilan plastikler, kauguklar, lifler, boyalar, yapistiricilar tirt malzemelerin
uretiminde yararlanilan temel girdilerdir.

1930’lardan baslamak Uzere, 6zellikle Il.Dlnya Savagi’ndan sonra, insanlar
tarafindan yapilmig Urunlerin gesitliliginde belirgin bir artis gdzlenir. Bunun
nedeni, polimer kimyasindaki gelismelere bagl olarak degisik plastik, lif,
elastomer turlerin sentetik ydontemlerle Uretiimesi ve kullanima sunulmasidir.
Temel vyapilari polimer olan bu malzemelerin, insanlarin yagamilarini
kolaylastirici etkileri glinimizde de hizla siirmektedir. Ornegin; Kevlar ve
Nomex karigimindan kursun gegirmez yelekler yapilmaktadir. Bu ustin
Ozelliklerinden dolayi, yalniz kimyacilarin degil; makina, kimya, tekstil,
endustri ve fizik muhendisligi gibi alanlarda caligsanlarin da ilgisini ¢eken

materyallerdir.
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Polimerler blylk molekullerden olusan maddelerdir. Herhangi bir maddenin
molekulii de bir veya birkag atomdan meydana geldigine godre, polimer
kimyasinda bu anlam, polimer molekullerinin belli atom gruplarindan olusan
birimlerden meydana geldigine isaret etmektedir. Polimerlere bazen “yuksek
molekulli bilesikler” yada “makromolekiller” de denir. Bu polimerlerin
molekul kutlelerinin ¢ok blylk olmasiyla ilgilidir. Polimerlerin molekul kutleleri
on ve ylz binlerle hatta baz hallerde milyonlarla ifade edilebilir. Gergekten
de polimer molekdlleri bilesim ve yapi bakimindan birbirlerinin ayni olan ¢ok
sayida gruplarin kendi arlarinda kovalent baglarla baglanmasi ile meydana
gelirler. Kovalent baglarla baglanarak polimeri olusturan bu kiguk
molekullere “monomer” adi verilir. Monomer birimlerinden baglayarak dev
polimer molekullerinin olusmasina yol agan tepkimelerin timune ise
‘polimerlesme tepkimesi” yada sadece ’polimerlesme”denir. Bir polimer
molekull binlerce monomer biriminden olusan tek bir zincir igeriyorsa bdyle
polimerlere “dogrusal polimer” denir. Diger bir polimer sekli ise dallanmig
yapidir. Polimerler tek tur bir yapidan olusursa “homopolimer”, birden fazla

sayida farkh birimlerden olusursa “kopolimer” adini alir [59-61].

Polimerlerin bir takim tipik 6zellikleri vardir.

v" Molekiil kitleleri genellikle birkag bin ile birkag milyon arasinda degigir.

v' Belirli tekrarlanir birimlerden olusurlar.

v' Polimer sentez reaksiyonlari ¢ok fazla sayida basamaklardan olusur.

v' Polimerler genel olarak polidisperstir; yani belirli bir polimer 6rneginde
cesitli zincir uzunlugunda polimer molekdlleri vardir.

Hidrojeller

Hidrojeller sulu ortamda sigebilen ag yapili polimerik maddelerdir. Yapilarina
¢bzucu alma kapasitesi kendi kutlesinin en az % 20’si olan ¢apraz bagli
polimerler kserojel olarak tanimlanir. Cozucu olarak su kullanildiginda
kserojel hidrojel olarak adlandirilir.
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Hidrojeller, U¢ boyutlu ¢apraz bagh hidrofilik 6zellikte ag yapili polimerlerdir.
Hidrojeli olusturan ag yapi ¢apraz baglarla birbirine baglanmig polielektrolit
zincirlerden olusur. Bu zincirlerde substitue grup olarak genellikle karboksilik
asit gruplari bulunur. Polimer zincirleri Uzerindeki negatif yukler birbirlerini
iterler ve genislerler. Capraz baglarin varhidi polimer zincirlerinin

¢bzunmeksizin jel halinde sismesini saglar [62-64].

Hidrojellerin siniflandiriimasi

Hidrojelleri, hazirlama ydntemi, iyonik yuk ve fiziksel yapilarina bagl olarak
siniflandirabiliriz. Hazirlama yontemlerine gére 4 tur hidrojel bulunmaktadir;

e Homopolimerik hidrojeller
e Kopolimerik hidrojeller
e Coklu polimerik hidrojeller

e Igice gecmis ag yapili hidrojeller (IPN, interpenetrating network)

Homopolimerik hidrojeller, tek bir hidrofilik monomerin ¢apraz baglanmasi ile
olugurlar. Kopolimerik hidrojeller ise iki komonomerin ¢apraz baglanmasi ile
hazirlanir, ancak monomerlerden biri hidrofilik yapida olmalidir. Coklu
polimerik hidrojeller, iki ya da daha fazla komonomerin reaksiyonu ile
olusurlar. IPN hidrojeller ise gapraz baglh iki polimerik orgunin fiziksel olarak

karigmasi ile olugturulur [65].

Hidrojellerin sismeleri

Sisme, polimerik agd yapilarinin karakteristik bir 6zelligidir. Capraz baglanma
miktarina bagh olarak polimerik adlar ¢éziinmeden ¢ok yuksek miktarda sivi
absorplayabilirler. Sisme, normal bir polimer ¢ozeltisindeki lineer polimer
zincirleri ile ¢ézicu karisimi arasindaki etkilesim ile gergeklesen bir olgudur.
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Bu yuzden, ¢bzicu yardimi ile polimerlerin hacminin artmasi polimerin

entropisinde de bir artiga neden olur .

Hidrojellerin duyarliligi

Hidrojellerin en énemli ézelliklerinden birisi sulu ortamda sisebilmesi, susuz
ortamda ise buzigmesidir. Bu 6zellik, butin hidrojeller i¢in ortaktir. Fakat
sadece sisme ve blziulme davranigi, hidrojellerle ilgilenmek igin yeterli

degildir.

Son zamanlarda bir ¢ok arastirmaci hidrojellere bazi fonksiyonlu gruplar
takarak bir sinyale cevap verebilen (sisen, buzilen, bozulan) yeni hidrojeller
hazirlamistir. Takilan fonksiyonel gruplarla birlikte bu hidrojeller, akilli jeller
olarak adlandiriimaktadir.

Hidrojellerin hacim degismesine sebep olan ¢evresel faktérler; pH, sicaklik,

elektrik alani, iyonik giddet, gézuculer, elektromanyetik 1Isima (UV), basingtir.

Sicakliga duyarli hidrojeller

Polimer zincirlerinin en dénemli dzellikleri dis etkendeki ¢ok az bir degisiklik
ile, érnegin ortam sicakliginin ¢ok az degismesi ile aniden ¢ok buylk boyut
degisikligi gostermeleridir. 0,1°C’lik bir sicakhk degisimi ile ¢ozelti igerisinde
boyutlari 100 misli degisebilen sicakliga duyarli polimer zincirleri 6rnek olarak
verilebili. Bu ani hacim degisiklidi birinci dereceden bir faz gegiginin
sonucudur. Polimer jellerin sicaklik duyarhlidi, hidrojen baglanmasi ve
hidrofobik etkilesimlerin sicakhida bagliigi ile iliskilendiriimigtir Duguk
sicakliklarda, polimer zincirinin hidrofilik gruplan ile su molekilleri arasindaki
hidrojen baglarindan dolayi hidrojeller siser. Daha yluksek sicakliklarda,
hidrojen baglan zayiflar hidrofobik etkilesimlerin artisindan dolayi hidrojel
bazalar. Bir jelin 1sitilmasindan dolayi, kritik bir sicaklikta sismeden
blzulmeye dogru bir gegis olur [66].
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Coéziicli duyarlt hidrojeller

Jellerin sicaklikla sisme-blzulme davraniglarinin yaninda ¢ozicl igindeki
sisme davraniglanda ¢ok buyuk ilgi gekmektedir. Polimer jellerinde ani hacim
dedisimi ilk olarak 1978 yilinda Tanaka tarafindan gdzlenmis olmasina
ragmen Tanaka’dan 10 yil 6nce Dusek ve Patterson bdyle ani bir degisim
olacagini teorik olarak gostermiglerdi.

Polimer jellerinde dig etkene badh bu tip 1. Dereceden (sureksiz) bir faz
gecisi gazlarin sivilagmasina benzer. Bilindigi gibi ideal gazlar olarak
tanimlanan gazlar, gaz molekilleri arasinda bir etkilesim olmadig! igin
sivilasamazlar. Yani ideal gazlarda bir faz gegisi gézlenemez. Ancak gergek
gazlarda molekuller arasi kuvvetler s6z konusudur. Kritik sicakhdinin altinda
gaz sikistirildiginda hacmi basincin fonksiyonu olarak kugulir. Bu faz gegisi
sirasinda gaz ile sivi fazlar karsilikli denge halinde bulunurlar. Benzer sekilde
jellerin dig etkenlere bagli faz gegisleri sirasinda sismis jel buzilmas jel ile bir
arada bulunur. Dolayisiyla sismis durumdaki jeli “gaz”, buzulmdus jeli ise “sivi”
hale benzetebiliriz. Polimer c¢obzeltilerinin en o6nemli 0Ozelligi ¢ozlculer
icerisinde sisip buzulmeleridir. Kuru haldeki bir polimer ag yap:i iyi bir ¢ézucu
icine koyuldugunda ag yaplyr olusturan polimer zincirlerinin ¢ozlcuyle
arasindaki etkilesimine gore genigler, ¢oztcu bu ag yapiy! doldurur ve sisme
g6zlenir. Bu esnada ¢6zicu molekulleri polimer zincirleri arasina girip onlari
genigletirken, polimer zincirlerini bir arada tutan ¢apraz badlar bir yay vazifesi
gorerek zincirlerin dagilmalarini engeller [67].

Hidrojellerin kullanim alanlar

Hidrojeller biyotip alaninda, kaplama uygulamalarinda dikis islemleri igin,
elektrot yapiminda ve elektroforez hiicre yapiminda kullaniimaktadir. Yine
hidrojellerin, yapay organ vyapimi, kornea, dodustan gelen kemik
hastaliklarinin tedavisinde, homojen materyal olarak kulak zar tikaci,
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sentetik kikirdak, safra ve yemek borusu yapimi gibi biyotip alaninda ¢ok

yararli uygulamalar vardir

Hidrojeller yiuksek oranda su tutucu olmalari nedeniyle tarimsal alanda,
gubrelerin ve tarimsal ilaglarin denetimli salimlarinda, endustride yag ve
petrol igerikli sulu atiklardan saflagtirma islemlerinde kullanilabilmektedir.
Ayrica suyun uzaklastinimasi iglemlerinde su tutucu olarak ve hastane
atiklarindan suda ¢6zinebilen ya da hidrojelle uyumlu olarak sogurabilecegi
bazi fizyolojik (kan, Uure vb.) sivilarin sogurulmasi gibi ¢ok yararl

uygulamalari bulunmaktadir.
Cevresel uyanlara hizlh cevap veren jeller, robotlar ve diger mekanik
aygitlarda veya insan protezlerinde kas olarak kullaniimasi igin

cahigilmaktadir [68].

Sentetik polimerler

Sentetik polimerler ilk kez 19.yy. baglarinda elde edilmislerdir. Sentetik
polimerler uygun monomer veya c¢ikis maddeleri kullanilarak hazirlanir.
Icinde bulundugumuz yiizyihin baglarinda, bu tiir maddeler, cesitli amaclarda
kullaniimak Uzere endustriyel dlgllerde yapilmigtir. Ancak, sentetik yuksek
polimerlerin olusmasini dizenleyen temel bilimsel ilkeler 1925-1935

yillarinda bulunmustur.

Bazi durumlarda, uygun igslemlerle dogal polimerlerin kimyasal yapilari
degistirilir ve bagka 6zelliklere sahip polimerler hazirlanir. Ornegin, ¢éziinmez
karakterdeki  selilozun  hidroksil gruplannin  tamamina  yakininin
asetillenmesiyle, ¢dzlnebilen seliloz triasetat elde edilir. Dogal polimerlerden
cikilarak yapilarinin degistiriimesi ile elde edilen bu tur polimerlere yari-

sentetik polimerler adi verilir.
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Sentetik polimerler olarak bilinen sentetik lifler (fiberler), plastikler ve sentetik
kauguklar (elastomerler) endustride ¢ok cesitli ve genis uygulama alani
bulunan maddelerdir [59,60].

Glisidilmetakrilat

Glisidilmetakrilat (GMA), molekulinde epoksi grubu olan bilesiktir. Epoksi
grubunun yuksek reaksiyon kabiliyetinden dolayl, kolayca birlesme
reaksiyonlari verirler. Bu reaksiyonlar, epoksi halkasinin agilmasi ve hidroksil

grubunun meydana gelmesiyle gerceklesir.

Glisidilmetakrilat monomeri, akrilat ve metakrilat monomerleri yanina
eklendiginde farkh &zelliklere sahip kopolimerler elde edilmektedir. Epoksi
grubu igeren polimerler doku ve idrarda ¢dzinme o&zellikleri nedeniyle

biyolojik aktif madde olarak kullanilir.

Metakrilat grubu monomerlerin en énemli 6zelligi optik berrakhdidir. Yiksek
Isik gegirgenligi, iyi mekanik ve termal dayanikliklarindan dolay! oldukga
genis kullanim alanlarina sahiptirler [69].

2.3.3. Enzim immobilizasyon yontemleri

1960l yilllardan bu yana enzimlerin immobilizasyonlan igin bir ¢ok
immobilizasyon  yontemi  geligtirilmigtir.  Enzim  immobilizasyonunda
kullanilacak  yontemi  segerken, immobilizasyon sirasinda veya
immobilizasyondan sonra enzim aktif merkezinin zarar gérmeyecedi bir
yontem olmasina dikkat edilmelidir. Bdyle se¢im yaparken enzimin yapisi ¢ok
iyi bilinmelidir. Enzim ile destek arasinda herhangi bir baglanma s6z konusu
ise ya bu baglanmanin aktif merkez tzerinden gergeklesmeyecedi destekler
secilmeli ya da immobilizasyon islemi sirasinda aktif merkez korunmaldir.
Uygun immobilizasyon yonteminin segiminde doért ana kriter gbéz onlne

alinmalidir: guvenilirlik, maliyet, aktivitenin korunmasi ve kararlilik. Bir
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enzimin immobilizasyonunda ayrica enzimatik aktivitenin en yuksek duzeyde

korundugu yéntemin segilmesi dnemlidir [1].

Enzim immobilizasyonunda kullanilan bu yontemlerin siniflandiriimasi igin bir
¢ok sema hazirlanmigtir. Genel olarak enzim immobilizasyonunda kullanilan

yontemler Sekil 2.6’ da gosterilmigtir.

Enzim immobilizasyon

Yéntemleri
Badlama Tutuklama
Enzim Gapraz Tolde . Lipozom
Kopolimerizasyonu Eadlama | [Tasiiclya " Milkro Teknidi
L Baglama uwklama | |k apsilleme

Fiziksel Adsorpsiyon .
$e|?t Adsorpsiyon| | ve Gapraz Iyoryk KO\jalent Biyospesifik
Badlama Baglama Badlama| |Badlama | |Baglama

Sekil 2.6. Enzim immobilizasyon yontemlerinin siniflandiriimasi

Kimyasal temele dayali immobilizasyon yontemleri

a-) Enzimin, suda ¢éztinmeyen fonksiyonlu polimerlere baglanmasi,
b-) Buyumekte olan polimer zincirine enzimin dabhil edilmesi,
c-) Cok fonksiyonlu, disuk molekul katleli bir reaktif ile enzimin, molekdl igi

capraz bag yapmasi seklinde siniflandinlabilir.

Kimyasal yontemlerde, immobilizasyonla birlikte enzimin kimyasal ve fiziksel
Ozellikleri de degisebilir. Baz1 organik fonksiyonel gruplar ¢ikarilarak, farkl



34

yapida ve reaktivitede gruplar elde edilebilir. Boylece immobilize enzimler de,
serbest enzimlerin 6zelliklerine gore degismeler gozlenebilir. Karalilk ve
dayaniklihk agisindan pek ¢ok ustunlikler ortaya ¢ikarken, kinetik 6zelliklerde
de fakhhklar gorulir.

Kimyasal olarak immobilizasyon yonteminde, suda ¢ézinmeyen fonksiyonlu
polimer ile bir veya daha ¢ok enzim molekuli arasinda en az bir kovalent
veya kismen kovalent bagin meydana gelmesi gerekmektedir.

immobilizasyon sirasinda yiiriiyen kimyasal reaksiyonlarin tabiatina bagl
olarak kimyasal, yontemler genellikle tersinmez olup, enzimin geri

kazanilimasi mumkun olmayabilir.

Kimyasal olarak immobilize edilmis enzimin, serbest enzime gore farkli
aktiviteye sahip olmasinda, segilen enzim ve destek maddesinden bagka
spesifik birlesme sartlari da 6nem tasir. Bir enzimin destegine basanli bir
sekilde baglanabilmesi ve aktivasyonunun saglanabilmesi igin enzim ile
destegin ¢ok 6zel uygulamalardan ge¢cmesi gereklidir. Elde edilen enzim-
destek sitemi, serbest enzime gore daha dusik katalitik etkinlik
gOsterebilmektedir. Bu durumun, buyudk molekal agirlikli substratlarin ve

makromolekdllerin sterik engellemesdinden ileri geldigi dne surulmagtar [70].

Kovalent baglama

Kovalent baglanma yoluyla enzim immobilizasyonu uzerine galismalar uzun
yillardan beri devam etmektedir. Bu ¢alismalarda ¢ok gesitli destek matriksler
ve reaktif gruplar kullanilmigtir. Ozellikle endistriyel uygulamalar igin,
kovalent olmayan enzim immobilizasyon yontemlerinin de son yillarda ¢ok
tercih edildigi bilinmektedir [71].

Enzimler reaktif desteklere kovalent baglanmasi protein kimyasinda bilinen

yontemler ile sulu ortamda gergeklesir. Kovalent baglanmaya, glutaraldehid
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ile aktive edilmig poliakrilamidde bulunan aldehid grubuna, lipoksijenazin lizin
ve N-terminalinde bulunan NH; grubu Uuzerinden badlanmasi 6rnek

verilebilebilir.

Enzimin destede kovalent baglanmasinda dikkat edilecek 6nemli nokta,
baglanmanin enzim aktivitesi i¢in zorunlu gruplar Uzerinden olmamasi ve
baglanma sirasindaki sterik engellemeler nedeni ile bu gruplarin rahatsiz
edilmemesidir. Destege kovalent baglanma, enzim zincirindeki aminoasitlerin

tagididi fonksiyonel gruplar Gzerinden gergeklesir.

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak destekler reaktif degillerse yardimci
bir reaktif ile aktive edilmeleri gerekir. Immobilizasyon c¢ok yumusak
kosullarda (oda sicakhdi, nétral pH v.b) gerceklestiriimelidir. Destek suda
¢b6zunmemeli ancak buyuk dOlgude hidrofobik karakterlide olmamali, suda
islanabilmeli, ayrica mekanik kararli olmahdir. Bu tur desteklerin segiminde
enzim destek baginin aktivite i¢in zorunlu gruplar Gzerinden olmamasi
yaninda destedin enzim tarafindan pargalanmamasi, mikroorganizma
uremesine olanak vermemesi, pH ve ¢bzuculere kargi dayanikli olmasi gibi

Ozellikler tagimasina dikkat edilmelidir.

Destege baglanmanin avantajlari:

» Reaktif destege enzim baglanmasi kolaydir ve bagh olmayan enzim
yikama ile uzaklastinlabilir.

> Kati destege bagh katalizér kullanighdir. Stizme ve santrifUjleme ile

ayrilabilir.

Reaksiyon ortamindan istenilen anda uzaklagtirilabilir.

Uriinleri kirletmez.

Destegin yapisina bagli olarak yeni spesifikler kazanabilir.

YV V. V V

Surekli sistemlere uygundur. Degisik fiziksel formlarda (tabaka, partikul,

fiber v.b) imal edilebilirler.
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Destege baglanmanin dezavantajlari:

» Enzimler immobilizasyon kosgullarindan etkilenibilirler.

A4

Baglama aktivite igin zorunlu aminoasit artiklari Gzerinden gergeklesebilir.

> Enzimin destede baglanmasi 6zel ve masrafli preparasyonlari gerekli
kilabilir.

» Polimer desteginin sebep oldugu sterik engelleme nedeniyle aktivite

azalabilir [72].

Capraz baglama

Capraz baglama yontemi ile enzimlerin immobilizasyonu; tutuklama ve
kovalent baglama yontemlerinin kombinasyonu seklinde gergeklesir. Bu
yontem iki veya daha fazla fonksiyonel grup tasiyan enzim molekiillerinin
birbirlerine ¢apraz baglanmasi ve bu sekilde suda ¢ézinmeyen bir kompleks

olusturmasi temeline dayanir.

Capraz baglanma derecesi ve immobilizasyon, protein ve reaktif
konsantrasyonuna, pH ve immobilize edilecek enzime baghdir.
Intermolekiler baglanmalar yaninda intramolekiiler baglanmalar da s6z

konusudur

En ¢ok kullanilan ¢apraz baglanma reaktifleri; glutaraldehid, klorformat ve
karbonildiimidazol, hetereosiklik halojenurler, bioksiranlar, divinil sulfonlar, p-

benzokinon, gecis metal iyonlarn ve epiklorhidrinlerdir.

Capraz baglama reaksiyonu ¢ok yumusak kosullarda gergeklesmediginden
bazi durumlarda 6nemli dlglide aktivite kaybi s6z konusudur [73].
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lyonik baglanma

iyonik baglanma metodu iyon degisim gruplan igeren suda ¢Oézinmeye
destek materyali Gzerine enzimin iyonik olarak baglanmasi esasina dayanir.
iyonik degisim merkezine sahip polisakkaritler ve sentetik polimerler destek
olarak yaygin bicimde kullanilirlar. Enzimin destek materyali Uzerinde
immobilizasyonu kolayca gerceklestirilebilir ve kovalent baglanma metoduna
gore daha ilimh sartlarda olusturulabilir. Bundan dolay! iyonik bagdlanma
metodu enzimin aktif bolgesinde kuguk miktarda dedigikliklere neden olur.
Dahasi bu metod bir ¢ok durumda yiksek aktiviteye sahip immobilize
enzimler olugturur. Destek materyalinden enzimlerin ayriimasi yuksek iyonik
siddete sahip substrat ¢ézeltisi ya da pH nin etkisi ile meydana gelebilir [73].

Fiziksel temele dayali immobilizasyon yontemi

Fiziksel yontem, enzimin kovalent baglanmasina dayanmayan bir yontemdir.
Bu yontemde, enzimlerin immobilizasyonu elektrostatik etkilesme, iyonik bag
olusumu, proteinler arasi etkilesme gibi belirli fiziksel kuvvetlere bagl
kalmaktadir. Mikrokapsulleme ve 0zel membrana bagh vyapilan
immobilizasyon da bu sinifa girer. Genel olarak fiziksel immobilizasyon
yontemleri tamamen tersinir olmakla birlikte, pek ¢ok 06zel ydntemde,
beklenen ideal davraniglar goériulmez ve onemli Olglide tersinmez bagd
olusumu gozlenir. Bu arada c¢ok degiskenli ve kesin bir sekilde

siniflandinimasi mumkdn olmayan immobilizasyon turleri de mevcuttur [1].

a-) Adsorpsiyon (suda ¢bézunmeyen destek ylzeyine enzimin adsorplanmasi),
b-) Kafes tutulmasi (suda ¢o6zinmeyen jel destek igine enzimin
hapsedilmesi),
c-) Mikrokapsulleme (yari gecirgen mikrokapsiller icinde enzimin, surekli
veya sureksiz olarak immobilizasyonu) seklinde siniflandirilabilr.
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Adsorpsiyon

Immobilizasyonda kullanilan en eski ve en basit ydntemdir(yasem,in
doktora). Yontem;yuzey aktif, suda ¢O6zunmeyen bir adsorbanin enzim
gOzeltisi ile kangtirlmasi ve enzimin asinisinin iyice yikanarak
uzaklastiriimasi temeline dayanir. Enzimin yagiyiciya baglanmasinda etkin
olan Van der Waals kuvvetleridir(hasan karadg). Genelde enzim ¢ozeltisine
yuzeyi membran veya film ile kaplanmis olan materyel daldirilir ve belirli bir
sure beklenir. Membran veya film immobilize edilecek biyokimyasal aktif
materyale gore hidrofilik veya hidrofobik karakterde segilebilir. Enzimler igin
genellikle hidrofilik membranlar kullanilir. Adsorbsiyon verimi, pH, sicaklik,
¢6zicunan tard, iyonik gu¢ ve adsorbanin konsantrasyonu gibi gesitli
faktorlere baghidir [74].

Adsorbanlar c¢ok degisik turde olmakla birlikte iyi bir adsorbsiyon
saglayabilmek igin genellikle adsorbanin bir 6n iglemden gegiriimesi
gerekmektedir. Enzim immobilizasyonunda en c¢ok kullanilan adsorbanlar,
aktif karbon, gézenekli cam, diatome topragi, CaCOs, kollodyum, silika jel,
bentonit, hidroksiapatit, nisasta, gluten ve kalsiyum fosfattir.

Adsorsiyon yonteminin yararlari; enzim immobilizasyon isleminin basit olusu,
degisik bigcim ve yukteki destekleri segme olanagi vermesi ve bir yandan
immobilizasyon gergeklestirilirken diger yandan enzim saflagtinimasina
olanak saglamasidir.

Yontemin sakincalari ise soOyle siralanabilir; her ne kadar immobilizasyon
islemi kolaysa da optimal kosullarin saptanmasi ¢ok gugtiur. Eger enzim ile
destek arasinda kuvvetli bir gekim yoksa bu durumda desorpsiyon sonucu
enzim serbest halde reaksiyon ortamina ge¢cmekte ve urtnlerin kirlenmesine

yol agmaktadir [75].
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Hapsetme ile immobilizasyon

Bu yontem, polimerik matriks yapisinda veya yari gegirgen membranlarda
enzimin hapsedilmesine dayanir . Polimerik matriks yapisinin, substrat ve
urdndn difizyonuna izin verirken proteinin difuzyonunu engellemesi igin yeterli
derecede siki olmasi gerekir. Bu ydntem her c¢esit enzimi, diger
biyokatalizérleri, butin hicreleri veya farkli g¢aptaki mikroorganizmalari
hapsetmek icin ¢ok genel kullanilabilir [69].Bu yontemi kovalent baglama ve
¢apraz baglama ile immobilizasyondan ayiran en onemli Ozellik enzim
molekulindn fiziksel veya kimyasal olarak herhangi bir destege baglanmamig
olmasidir [65].Bu islem, enzimin polimer orgusu veya yari gecgirgen zarlar
icerisine hapsedilmesidir. Bunlardan birisi mikrokapsilleme digeri de kafes

olmak tzere tutuklanmasidir [70].

Sivl artarm P

S film \3\)‘%{
Enzim tutukly —_ "

partikil Fy

TR K e

Enzim‘afi“k

Sl ortarma rin
tasmnim

Fartikidl diginda
arin difizyvonu

Farikdl igerisine

substrat difizyonu

AN Dis filmden
T substrat difizyonu

Kitle aktanm sabiti
ks, kp

S0 substrat .

wassnwmmmn S0 s hstrat

Po partikiil R Po partikiil

Sekil 2.7. Enzim tutuklu bir partikilde kutle aktarimi ve kimyasal reaksiyon
etkilesimleri

Substrat ¢oOzeltisi igerisinde bulunan enzim tutuklu partiklin kesiti
incelendiginde, partikil icerisinde substrat tuketildigi ve Gran Uretildidi icin

substrat ¢ozeltisinden partikil merkezine dogru substrat ve Urln igin bir
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derisim gradiyenti olusmaktadir. Partikil ylzeyinde substrat derigimi,
merkezinde ise Urun derisimi ylUksektir. Enzimatik reaksiyonun
gerceklesebilmesi igin Oncelikle substrat ¢ozeltiden film tabakasini asarak
partikil ylzeyine ulagsmali ve sonrasinda katalitik partikGllin icerisine
difizlenmelidir. Karnigtirma veya akis yoluyla substrat yigin taginimi ile
partikll yizeyine tagsinmaktadir. Eger substrat partikil icerisine difizlenmiyor
ise veya partikilin sadece yuzeyinde enzim bulunmasi durumunda sadece
yuzeysel kitle aktarimi s6z konusudur. Genellikle enzim partikul igerisinde
tutuklandidi icin substrat mutlaka partikul igerisine, enzimin bulundugu
bolgeye tasinmalidir. Uriin igin tam tersi taginim s6z konusu olup partikiil
merkezinden ¢ozelti ortamina dogru tasinim gegerlidir.

Partikll icerisine dogru substrat derisiminin azalmasi ve Urin derigiminin
artmasi nedeniyle partikilin merkezine dogru enzimatik reaksiyon hizi

degismektedir.

Mikrokapsiil ile hapsetme yontemi

Bu yontem enzimlerin yarn gegirgen zarlar igerisinde tutuklanmasi ile
gerceklestirilir. Ozel olan bu zarlardan enzimler disari ¢cikamazken substrat
ve uUrindn hareketi serbesttir. Kapsul zarinin kalhnhdi ve gegirgenligi
kapsulin olusum zamanina, organik ¢ozicunin kompozisyonuna,

konsantrasyonuna ve kullanilan bilegiklerin dogasina baglidir [61].

Kafes tipi hapsetme yontemi

Enzimler, organeller, hiicreler ve antikorlar igin uygulanabilen bir ydntemdir.
Bu yontem, biyokimyasal materyallerin suda ¢6zinmeyen c¢apraz bagl
polimer 6rgusi icerisinde tutuklanmasi seklinde gergeklestirilir. Bu sekilde
biyomolekduller polimerlerin 6rgu yapisi iginde fiziksel olarak tutuklanmakta ve

disari ¢ikamamaktadir. Substrat yapinin igine girebilmekte ve katalitik
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reaksiyon sonucunda olusan drin yine ©Orgud yapisinin disina

difGzlenebilmektedir.

Yontemin avantaji, diger fiziksel tutuklama yontemlerinde oldugu gibi
enzimde herhangi bir kimyasal degisiklik meydana gelmez, buna bagh bir

aktivite azalmasi olmaz.

Yoéntemin dezavantajlan ise, substrat ve Urinun serbest olarak gegisinin
mumkin olabilmesi igin sadece dusik molekil adirlikh substratlarin katalitik
reaksiyonlarinda bu yontemin kullanilabilmesi ve ¢apraz bagli polimer érgusu

arasindan enzimin sizma ihtimalinin olmasidir.

2.3.4. Enzim immobilizasyon yontemlerinin kargilagtiriimasi

Gunumuze kadar bircok enzim icin bircok farkli immobilizasyon yontemi
uygulanmig ve onerilmistir. Ancak enzimlerin birbirlerinden ¢ok farkh kimyasal
karakteristikleri ve bilesenleri olmasi, ayrica kullanilan substrat ve uranun
farkli kimyasal Ozellikleri olmasi nedeniyle butin enzimler igin ve butin
sartlarda uygulanabilecek kesin bir yontem belirlemek muamkuin dedgildir.
Ayrica her immobilizasyon yonteminin uygulama sartlarina gore avantajlar
ve dezavantajlan vardir. Bu nedenle immobilizasyon iglemi sirasinda veya
immobilizasyondan sonra aktif merkezin zarar gérmeyecegdi bir ydntem
secilmelidir. Boyle bir se¢imin saglikli olabilmesi igin enzimin yapisinin ¢ok iyi
bilinmesi gerekir [76].
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Karakteristik Kovalent Adsorbsiyon | Capraz Tutuklama
Baglama Baglama
Matriks Agaroz iyon Fonksiyonel Aljinat
Maddesi Seliloz degigtirici olarak inert | Karageenan
PVC recine proteinler Kolojen
iyon  degistirici | Aktif kdmiir Poliakrilamit
regine Slika jel Jelatin
Gdzenekli cam Kil Silikon kauguk
Gozenekli poliliretan
cam
Baglanmanin Kimyasal Tersinir, Gluteraldehit Fiziksel
Dogasi baglanma pHa  gobre | Bisizosiyanat hapsetme
degigken, Bisdiazobenzidin
iyonik ile gapraz
siddetin baglanma
ylksek
olmasi ile
enzim
ayrilabilir
Hazirlama Zor Kolay Orta Zor
Enzim Aktivitesi Yiksek Orta Dusuk Diisuk
Substrat Degigebilir Degismez Degisebilir Degismez
Spesifikligi
Rejenerasyon Mimkin degil Mimkin Mimkin degil Mimkin degil
Destegin  Tekrar | Nadiren Mimkin imkansiz imkansiz
Kullanilabilirligi
immobilizasyon Yiksek Dusuk Orta Orta
Maliyeti
Kararlilik Yiksek Duistik Yiiksek Yiksek
Genel Orta Duistik Duistik Yiksek

Uygulanabilirlik
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3. DENEYSEL KISIM
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

E.Coli bakterisinden elde edilen p-galaktosidaz (B-D-galaktosidaz
galaktohidrolaz, EC.3.2.1.23 10.4 Unit),

p-nitrofenil- B-D-galaktopironosit: Sigma (Almanya) firmasindan temin edildi.

Glisidil metakrilat (GMA),
H,C —C — CHj3
c—0

o)

CH,

/
0]
o,

Molekul katlesi: 142,16 g/mol
Yogunlugu: 1,075 g/mL



Metil metakrilat (MMA),

H,C — T_ CHj;
I
OCHj3

Molekul katlesi: 100,12 g/mol
Yogunlugu: 0,936 g/mL

1-2-Etilenglikoldimetakrilat (EGDMA),

P
H>C :lc

(l:: O

O

|

CH,

|

i

O

|

(|3:O
HZC:lc

CH3

Molekul katlesi: 198,22 g/mol
Yogunlugu: 1,051 g/mL

Aldrich firmasindan temin edildi.



Amonyum persulfat (APS),

I i

*NH, O —ﬁ, 0O o) S O NH,*
|
o) 0

Molekul katlesi: 228 g/mol
Yogunlugu: 1,98 g/mL

N,N,N',N-tetraetilendiamin (TEMED),

H H

HCN\_ I P
/N C C N\

HyC . CHs

H H
Molekal katlesi: 116,2 g/mol
Epiklorhidrin,
CICHy— CH— CH,

\ 0]

Molekul katlesi: 92,53 g/mol
Asetik asit, Fosforik asit,
CH3COOH H3 POy

Molekul katlesi: 60 g/mol Molekul katlesi: 97,99 g/mol
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Borik asit, Sodyum hidroksit,
H3 BO3 NaOH
Molekul kutlesi: 61,83 g/mol Molekul kutlesi: 40 g/mol

Sodyum karbonat

NagCO3

Molekdal katlesi:118 g/mol
Merck firmasindan elde edildi.
3.2. Kullanilan Aletler

Spektrofotometre : UNICAM U.V / Vis Spektrofotometre

pH metre : Orion pH metre 420 A
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Calkalamali su banyosu : ST 402 NUVE marka sicaklik kontrollii su banyosu

3.3. Kullanilan Goézeltiler

1. NaOH c¢ozeltisi: 2 M 50 mL NaOH ¢ozeltisi hazirlamak igin 3,84 g NaOH

bir miktar suda ¢ézuldikten sonra hacmi saf su ile 50 mL ye tamamlandi.

2. Na,COs3 ¢ozeltisi: 0,1 M 50 mL Na,COs3 ¢ozeltisi hazirlamak igin 0,53 g
Na;COs3 bir miktar suda ¢6zildikten sonra hacmi saf su ile 50 mL ye

tamamlandi.

3. BR tamponu ¢ozeltisi: 2,3 mL asetik asit, 2,7 mL fosforik asit, 2,5 g borik

asit, bir miktar suda ¢o6zuldikten sonra hacmi saf su ile 50 mL ye

tamamlandi.
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4. p-Nitrofenil-B-D-galaktopironosit substrat ¢ozeltisi: 5mM p-nitrofenil-B-D-
galaktopironosit substarat ¢dzeltisi hazirlamak igin 0,0015 mg p-nitrofenil-p-
D-galaktopironosit bir miktar BR tamponunda ¢ozuldikten sonra hacmi

tampon ¢ozeltisi ile 10 mL ye tamamlandi.
3.4. Enzim immobilizasyonu

3.4.1. Poli (MMA-ko-GMA) hidrojelleri kullanilarak  enzim

immobilizasyonu

Poli (MMA-ko-GMA) hidrojelleri; MMA ve GMA monomerleri ile EGDMA
capraz baglayicinin  serbest radikal kopolimerizasyon reaksiyonuyla
sentezlendi. Hidrojellerin sentezinde 1.bilesim i¢in 0,0031 mol MMA, 0,0051
mol GMA, 2.bilesim igin 0,0037 mol MMA, 0,0045 mol GMA, 3.bilesim igin ise
0,0047 mol MMA, 0.0040 mol GMA monomerleri kullanildi. Bu monomerler,
1.,2. ve 3. bilesim i¢in sirasiyla 0,00041 mol, 0,00050 mol, 0,00058 mol
capraz baglayicic EGDMA kullanilarak ile 3 mL metanolde ¢bzuldu. Bu
cOzeltilere 2 mL APS ve 4 mL TEMED stok ¢obzeltilerinden ilave edildikten
sonra 4 mm c¢apli PVC plastik pipetlere konuldu. Polimerlesmenin
tamamlanmasi icin 24 saat oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra plastik
pipetlerden c¢ikarilan jeller polimerlesmeden kalan monomerlerin ve
safsizliklarin uzaklagsmasi i¢in 3 gln saf su igerisinde bekletildi. Bu jeller ~ 1

cm uzunlugunda kesilerek 50 °C’ da vakum etiiviinde kurutuldu.

Cizelge 2.7. Polimerlerin hazirlanigi

Polimer MMA GMA EGDMA

1. Bilegim 0,0031 mol 0,0051 mol 0,00041 mol
2. Bilegim 0,0037 mol 0,0045 mol 0,00050 mol
3. Bilegim 0,0047 mol 0.0040 mol 0,00058 mol
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Hazirlanan hidrojellere 25 mL epiklorhidrin ilave edildikten sonra 30 °C de 24
saat manyetik karistirici Uzerinde aktiflestirildi. Aktiflestirilmis hidrojeller
suzilerek ayrildiktan sonra sirasiyla saf su ve BR tamponu ile tGger kez
yikandi. Hidrojeller Gzerine 25 mL enzim ¢ozeltisi (0,2 mg) ilave edildi. 30 °C
de 4 saat manyetik karigtirici zerinde immobilizasyon islemi gerceklestirildi.

immobilize enzim kullaniimak {izere buzdolabinda + 4 °C de saklandi.

I I
Hs;C CHs HsC
>N—C—C—N/ S04 > 3 >N—C—C° + HoC == C — CHj,3
H3C L |L \CH3 H3C ||-| r|\1 B
N\ 7
CHs CHs R
\/
T
HsC
>N—C—C —C—C— CHjs
e
— 0
o\ i
CH; CHj .

APS ile TEMED reaksiyonu sonucunda olusan ortaklanmamig tek elektron

iceren aktif TEMED molekUlinin monomere katiimasi sonucu olugan radikal



CHj

mH,C =—C—CHj; nH,C=C-CHj;
| . | + kHC=C
C=0 C=0 |
| | c=o0
(|) OCH; (|)
o<(|:H (MMA) CH
CH, “3H2
(GMA) ?
o
HZC:?
CH;0H CHgz
APS ve TEMED (EGDMA)
Y
: el
H2C _?H H2C_ |(: HZC—(|:_
co ™" C=07 =0k
| |
|
CH
o | ,|£H2
CH, 0
C=0
(|E= C o n' CH3 g
0 OCH3
|
e (|3H
O CH,
P(MMA-ko-GMA)

Poli (MMA-ko-GMA) hidrojelleri
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/) -HCl 7~ + E-NH,
‘[:O + CICH,—CH—CHy —> O—CH,—CH—CH; ——>
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P(MMA-ko-GMA) Epiklorhidrin

Poli (MMA-ko-GMA) hidrojellerinin epiklorhidrin ile reaksiyonu

3.5. p-Nitrofenil-B-D-Galaktopironosit kalibrasyon grafigi

Kalibrasyon grafigi hazirlamak amaciyla gesitli derisimlerde (2-0,03125 mM)
p-nitrofenil-p-D-galaktopironosit  ¢odzeltileri  hazirlandi.  Hazirlanan  bu
¢ozeltilerden 200 uL ahnip igerisine 20 uL enzim ¢ozeltisi ilave edildi. Daha
sonra c¢alkalamali su banyosunda 30°C de 10 dakika kanstinidiktan sonra
icerisine 3,9 mL NayCOs; c¢ozeltisi ilave edildi ve 398 nm de UV
spektrofotometresi kullanilarak absorbans degerleri dlguldu. p-Nitrofenil-3-D-
galaktopironosit derigimlerine kargi gelen absorbans degerleri grafige

gecirilerek kalibrasyon grafigi cizildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. p-Nitrofenil B-D-galaktosit kalibrasyon grafigi

3.6. AkiviteTayini

3.6.1. Serbest B-galaktosidazin aktivite tayini

B-Galaktosidazin aktivitesi Hernaiz ve Crout tarafindan tanimlanan metoda
gore tayin edildi [77]. Bunun igin reaksiyon balonuna 200 pL p-nitrofenil-8-D-
galaktopironosit (5 mM) ve 20 pL enzim ¢ozeltisi koyuldu ve 30 °C de 10
dakika su banyosunda g¢alkalandi. Su banyosundan alinip balon igerisine 3,9
mL Na,COj; ¢ozeltisi ilave edildikten sonra U.V. spektrofotometresi yardimi ile
398 nm de BR tamponuna (pH :5) kargi absorbansi Olguldi. Aktivite |,
zamana kargl Olgulen absorbans degerlerinden ve p-nitrofenil-B-D-

galaktopironosit kalibrasyon egrisinden yaralanarak hesaplandi.
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Ac  AAggs « Ac

HIZ(v) = [3.1]
(V) At At AA398

Bu esitlikte ¢, g/ mL olarak p-nitrofenil-B-D-galaktopironosit derigimindeki
dedisimi gosterir.

B-Galaktosidaz i¢in 1 enzim Unitesi veya birim aktivite, pH 5 de 10 dakikada
ve 30°C de 1 umol p-nitrofenil-B-D-galaktopironosidi pargalayan enzim
miktaridir.

3.6.2. immobilize B-galaktosidazin aktivite tayini

immobilize B-galaktosidazin aktivitesi Bolim 3.6.1 de agiklandigi gibi tayin
edildi.

3.7. Enzim Aktivitesine pH Etkisi

3.7.1. Serbest 3-galaktosidazin aktivitesine pH In etkisi

Serbest B-galaktosidazin aktivitesine pH etkisini incelemek amaci ile gesitli
pH larda (3,5-7,0) BR tamponu ile hazirlanan enzim ve p-nitrofenil-g-D-
galaktopironosit (200 uL, 5 mM) c¢ozeltileriyle Bolim 3.6.1 de belirtilen
reaksiyonlar gergeklestirildi ve enzim aktiviteleri tayin edildi.

3.7.2. immobilize B-galaktosidazin aktivitesine pH in etkisi

Poli (MMA-ko-GMA) kullanilarak immobilize edilen p-galaktosidazin

aktivitesine poli (MMA-ko-GMA) pH In etkisini incelemek amaci ile gesitli pH
larda (3,5-7,0) Bolim 3.6.1 de belirtilen yontemle aktiviteleri tayin edildi.
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3.8. Enzim Aktivitesine Sicakligin Etkisi

3.8.1. Serbest B-galaktosidazin aktivitesine sicakhgin etkisi

Serbest B-galaktosidazin aktivitesine sicakhgin etkisini incelemek amaci ile
cesitli sicakliklarda (20°C-45°C) Boélum 3.6.1 de belirtilen reaksiyonlar
gerceklestirildi ve enzim aktiviteleri tayin edildi.

3.8.2. immobilize B-galaktosidazin aktivitesine sicakhgin etkisi

Poli (MMA-ko-GMA) kullanilarak immobilize edilen p-galaktosidazin
aktivitesine sicakhgin etkisini incelemek amaci ile gesitli sicakhklarda (20°C-
50°C) Bolum 3.6.1 de belirtilen yontemle aktiviteler tayin edildi.

3.9. Enzim Aktivitesine Substrat Derigiminin Etkisi

3.9.1. Serbest B-galaktosidazin aktivitesine substrat derigiminin etkisi

Serbest B-galaktosidazin aktivitesine substrat derisiminin etkisini incelemek
amaci ile gesitli derisimlerde (2,000-0,031 mM) hazirlanan substrat ¢ozeltileri
ile Bolim 3.6.1 de belirtilen reaksiyonlar gerceklestirildi ve enzim aktivitelerii
tayin edildi.

3.9.2. immobilize B-galaktosidazin aktivitesine substrat derigiminin

etkisi

Poli (GMA-ko- MMA) kullanilarak immobilize edilen p-galaktosidazin
aktivitesine substrat derisiminin etkisini incelemek amaci ile c¢esitli
derigsimlerde (2,000-0,031 mM) hazirlanan substrat ¢ozeltileri ile Bolum 3.6.1
de belirtilen yontemle aktiviteler tayin edildi.
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3.10. Depolanma Kararlihigi

3.10.1. Serbest B-galaktosidazin depolanma kararlihigi

Serbest B-galaktosidazin depolanma kararliigi incelemek amaci ile BR
tamponunda (pH:5) hazirlanan enzim ¢ozeltisi buzdolabinda 4°C de saklandi.
Enzim ¢ozeltisinden belirli araliklarda alinan orneklerle Bélim 3.6.1 de
belirtilen reaksiyonlar gergeklestirildi ve enzim aktiviteleri tayin edildi.

3.10.2. immobilize B-galaktosidazin depolanma kararlihg:

Poli (GMA-ko-MMA) kullanilarak immobilize edilen p-galaktosidazin
depolanma kararliligini incelemek amaci ile buzdolabinda 4 °C de saklandi.
Belirli araliklarda alinan o&rnekler kullanilarak Boélum 3.6.1 de belirtilen
yontemle aktiviteler tayin edildi.

3.11. Termal inaktivasyon

3.11.1. Serbest B-galaktosidazin termal inaktivasyonu

Serbest (3-galaktosidazin termal inaktivasyonunu incelemek amaci ile farkli
sicakliklarda (35°C-45°C) ve farkl zaman araliklarinda (10-60 dakika) tutulan
enzim ¢oOzeltilerinin aktiviteleri Bolim 3.6.1 de belirtilen reaksiyonlar
gerceklestirilerek enzim aktiviteleri tayin edildi.

3.11.2. immobilize B-galaktosidazin termal inaktivasyonu

Poli (GMA-ko- MMA) kullanilarak immobilize edilen B-galaktosidazin termal
inaktivasyonunu incelemek amaci ile farkl sicakliklarda (35°C-45°C) ve farkli
zaman araliklarinda (10-60 dakika) tutulan 6rnekler kullanilarak Bolum 3.6.1

de belirtilen yontemle aktiviteler tayin edildi.
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3.12. Iinmobilize B-Galaktosidazin tekrar kullanim sayisi

Poli (GMA-ko-MMA) kullanilarak immobilize edilen B-galaktosidazin tekrar
kullanim sayisini 6lgmek amaci ile belirli aralklarda alinan o6rnekler

kullanilarak Bolim 3.6.1 de belirtilen yontemle aktiviteler tayin edildi.
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4.SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Enzim Aktivitesine pH nin Etkisi

Serbest ve kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidazin
aktivitesine pH etkisini incelemek amaci ile Boélum 3.6.1 de anlatilan
reaksiyon kosullarinda gergeklestirilien reaksiyonlara ait bagil aktivite
degerlerinin pH ile degisiminden elde edilen sonuglar Sekil 4.1 de verilmistir.
Serbest B-galaktosidaz ve kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen
B-galaktosidaz igin optimum pH 5 olarak bulunmustur.

Enzim reaksiyon hizi farkli hidrojen iyonu konsantrasyonuna bagl olarak
degismektedir. Optimum pH c¢esitli kosullara badhdir. Bu kosullar, kullanilan
tamponun cinsi, 6zel substratin yapisi ve enzimin elde edildidi kaynak olarak
siralamak mumkundur. Enzimler elektrolit karakterli oldugundan enzim
aktivitesi pH ile degisme gosterir. Enzim-substrat ve koenzim molekullerinde
asidik ve bazik gruplarin varligi pH degisimi ile enzim-substrat (ES)
kompleksinin kararlih@ini etkiler. Reaksiyon hizi maksimum oldugunda kararli
ES kompleksi olusur. Bu nedenle serbest enzimler i¢in reaksiyon hizinin

maksimum oldugu optimum pH dedgerleri belirlenir.
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Sekil 4.1. Serbest ve immobilize B-galaktosidazin bagil aktivitesinin pH ile
degisimi

Grafikten de goruldagu gibi immobilizasyon ile pH degerinde bir degisiklik

gozlenmigtir. Kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen enzim, destek

ile herhangi bir etkilesime girmedigi i¢cin optimum pH da herhangi bir

degisimin olmamasi beklenen bir durumdur. immobilizasyon sonucunda

sterik ve difizyonel etkiler ve enzimin konformasyonel yapisinda degigsmeler

meydana gelebilir. Bu durum optimum pH'’in dedisimine neden olur.

Yapilan bir calismada, Aspergillus niger mantarindan elde edilen B-
galaktosidaz aljinat Uzerine kovalent baglanma yontemi ile immobilize
edildiginde serbest ve immobilize enzim igin optimum pH dederi degismemis
ve 4,5 olarak bulunmustur [78]. Bagka bir calismada ise Kluyveramyces lactis
mayasindan elde edilen [p-galaktosidaz glutaraldehit Uzerine ¢apraz
baglanma yontemi ile immobilize edildijinde serbest enzim i¢in optimum pH
degeri 5,5 iken immobilize enzim i¢in optimum pH dederi 7,7 olarak
bulunmustur [79]. Aspergillus oryzae B-galaktosidazi jelatin-glutaraldehit
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uzerine capraz baglanma yontemi ile immobilize edildiginde serbest ve
immobilize enzim igin optimum pH degderi dedismemis ve 4,5 olarak
bulunmustur [80]. Escherichia coli B-galaktosidazi silika alimina uzerine
kovalent baglanma yontemiyle immobilize edildiginde optimum pH degeri
serbest enzim i¢in 7,5, bu deger immobilize enzim i¢in 8 olarak bulunmustur
[81]. Cicer arietimum B-galaktosidazi glutaraldehit UGzerine immobilize
edildiginde optimum pH degeri serbest enzim igin 5, bu deger immobilize
enzim igin 6 olarak bulunmustur [82]. Aspergillus oryzae [-galaktosidazi
kobalt aljinat kureleri igerisini hapsetme yontemiyle immobilize edildiginde
optimum pH degeri serbest enzim igin 4,0, immobilize enzim igin ise bu deger

4.9 olarak bulunmustur [83].
4.2. Enzim Aktivitesine Sicakhigin Etkisi

Serbest ve kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidazin
aktivitesine sicakhgin etkisini incelemek amaciyla Bolium 3.6.1 de anlatilan
reaksiyon kosullarinda gereklestirilien reaksiyonlara ait bagil aktivite
degerlerinin sicaklik ile degisiminden elde edilen sonuglar Sekil 4.2 de
verilmistir. Serbest B-galaktosidaz icin optimum sicaklik 30°C bulunmustur.
30°C nin altinda ve 30°C nin {izerinde enzim aktiflijinde azalma gézlenmistir.
Poli (MMA-ko-GMA)-ECH kullanilarak immobilize edilen B-galaktosidazin
optimum sicakhdi ise kovalent baglanma sirasinda enzim molekulindin
kimyasal modifikasyonu ve ikincil etkilesimler sonucu 35°C ye kaymistir.
Sicakhdin artmasi molekullerin kinetik enerjisini artirdiindan tum kimyasal
reaksiyonlarin, bu arada biyokimyasal reaksiyonlarin da hizlarini artirir.
Optimum sicakhdin Uzerinde, sicaklik arttikga enzim molekulinin o6nce
tersiyer yapisi, sonra sekonder yapisi (alfa sarmal yapisi) bozulur. Bu
olaylardan enzimi aktif merkezi de etkilenir ve enzim aktivitesini kaybeder.
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Sekil 4.2. Serbest ve immobilize B-galaktosidazin bagil aktivitesinin sicaklikla
degisimi

Enzim ile polimerik destek arasinda kovalent baglarin olusmasi difiuzyonel ve

sterik etkilerden dolayr enzim hareketlerinde konformasyonel sinirlamalarin

dogmasini neden olabilir ve optimum sicaklikta bir artis gozlenebilir.

Dolayisiyla enzim katalitik aktivitesini gdsterebilmek icin daha blyuk

aktiflesme enerjisine ihtiyag duyar.

Yapilan bir calismada, Kluyveramyces lactis mayasindan elde edilen (-
galaktosidaz seliiloz jelatin Uzerine ¢apraz baglanma yontemi ile immobilize
edildiginde serbest ve immobilize enzim igin optimum sicaklik degeri 40°C
olarak bulunmustur [84]. Bagka bir ¢alismada ise Kluyveramyces lactis -
galaktosidazi glutaraldehit Gzerine ¢apraz baglanma yontemi ile immobilize
edildiginde serbest enzim icin optimum sicaklik degeri 35°C iken immobilize
enzim igin bu deger 55°C olarak bulunmustur [79]. Aspergillus niger B-
galaktosidazi aljinat Uzerine kovalent baglanma yontemi ile immobilize

edildiginde ise serbest ve immobilize enzim igin optimum sicakhk degeri
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degismemis ve 50°C olarak bulunmustur [78]. Aspergillus oryzae -
galaktosidazi poli(glisidilmetakrilat) Uzerine kovalent baglanma ydntemi ile
immobilize edildidinde ise optimum sicaklik serbest enzim icin 50°C,
immobilize enzim igin 60°C olarak bulunmustur [85]. Aspergillus oryzae B-
galaktosidazi jelatin-gulutaraldehit Uzerine capraz baglanma yontemi ile
immobilize edildiginde serbest ve immobilize enzim igin optimum sicaklk
degeri dedismemis ve 50°C olarak bulunmustur [80]. Cicer arietimum (-
galaktosidazi glutaraldehit tGzerine immobilize edildiginde optimum sicaklik
degeri serbest enzim igin 55°C, immobilize enzim icgin ise 60°C olarak
bulunmustur [82].

4.3. Enzim Aktivitesine Substrat Derisiminin Etkisi

Serbest $-galaktosidazin aktivitesine substrat derigsiminin etkisi incelenmis ve
cesitli substrat derigimlerinde (0,06 — 0,20 mM) hesaplanan K, ve Vma
degerleri Cizelge 4.1 de verilmigtir.

Enzim-substrat (ES) reaksiyonu asagida gosterildigi gibidir.

k. K .
! ES —2— > E+ ()

E+ S = >

k4

Bu esitlikte E= Enzim, S= Substrat, ES= Enzim-substrat kompleksi, U= Urin(
gOsterir.

Enzim reaksiyon hizi Michaelis-Menten Esitligi ile verilir.

Vmak . S
Vs ——mmk Michaelis-Menten Esitligi (4.1)
Kn+S



61

Michaelis-Menten Esitliginin dizenlenmesi ile Lineweaver-Burk bagintisi elde

edilir.
1 Knm 1 1
= + — (4 2)
V Vmak S Vmak

Bu esitliklerde; V= Baslangi¢ hizi, Vmak= Maksimum hizi, K,=Michaelis sabiti,
S=substrat derisimi olarak belirtilir.

Serbest ve kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidazin
aktivitesine substrat derigiminin etkisini arastirmak amaci ile c¢esitli
derigimlerde hazirlanan substrat ¢ozeltileriyle Bolum 3.6.1 de anlatildigi gibi
gerceklestirilen reaksiyonlar ve kalibrasyon grafiginden elde edilen egim
yardimiyla hesaplanan reaksiyon hizlarindan yaralanilarak Lineweaver-Burk
grafigi Sekil 4.3 de verilmistir.
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Sekil 4.3. Serbest ve immobilize B-galaktosidazia ait Linewear- Burk grafigi

Cizelge 4.1. Serbest ve kovalent baglanma yontemi ile immobilize edilen -
galaktosidazin kinetik parametreleri

Destek Kmn(mM) Vmak(mM.dak™)
Serbest 3-galaktosidaz | 0,343 0,0259

1 .Bilesim 0,625 0,0502

2. Bilesim 1,907 0,274

Km degerindeki artis immobilize enzimin substrata olan ilgisinin az oldugunu
gOsterir. Enzimin yan doygunluga ulagsmasi i¢in daha fazla substrat derigimi

gerekir. Enzim ve substrat arasindaki cesitli etkilesimler ve diflzyonel

sinirlamalar da bu artiga sebep olabilir.
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Thermus acillus sp. B-galaktosidazi kovalent baglanma yontemi ile
immobilize edildiginde serbest B-galaktosidaz i¢cin Kn= 3,1 mM, Vnya= 48
IlU/mg, immobilize enzimler i¢in K,= 7,7-6,6 mM, Vo= 45-47 1U/mg olarak
bulunmustur (86). Baska bir calismada Aspergillus niger B-galaktosidazi
aljinat Gzerine kovalent baglanma yontemi ile immobilize edildiginde ise
serbest enzim igin K= 42 mM, Vpya= 1,30 mg.dak'1, immobilize enzim igin
Km= 51 mM, V= 0,7 mg.dak‘1 olarak bulunmustur [78]. Diger bir galismada
ise Kluyveramyces lactis B-galaktosidazi glutaraldehit Uzerine ¢apraz
baglanma ydntemi ile immobilize edildijinde serbest enzim i¢in Kn= 1,74
MM, Vmac= 77,45 min"'mg™, immobilize enzim icin ise bu degerler Kn= 9,34
MM, Vina= 8,77.10° min"'mg™" olarak bulunmustur [79]. Aspergillus oryzae B-
galaktosidazi poli(glisidilmetakrilat) Gzerine kovalent baglanma yontemi ile
immobilize edildiginde serbest enzim igin Kn=21,4 mM, Via=3,20 umol.min™,
immobilize enzim igin ise bu degerler Kn= 72 mM Vpa= 2,00 ymol.min™
olarak bulunmustur [85]. Escherichia coli B-galaktosidazi perflurokarbon
Uzerine g¢apraz baglanma yontemiyle immobilize edildiginde serbest enzim
icin Kn= 0,69 mol.m*, Vmac= 5,48.10° mol.m™.s™", immobilize enzim igin ise
bu degerler Km= 1,12 mol.m™ Vya= 1,87.10* mol.m™>.s™" olarak bulunmustur
[87]. Genel olarak, immobilizasyon ile Km'de bir atis Vmak’ da ise bir azalma
beklenir.immobilize enzimle substrat daha kolay reaksiyona girebilecek

durumda oldugunda Vmak degerinde bir artis gdzlenebilir.
4.4. Serbest ve Immobilize B-Galaktosidazin Depolama Kararliligi

Serbest ve kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen enzimlerin
Aktivitesinedepolanma suresinin etkisini incelemek amaci ile ¢ozeltiler 4° C
de buzdolabinda saklanmistir. Belirli zaman araliklarinda alinan o6rnekler
Bolum 3.6.1 de belirtilen kosullarda incelenmistir. Bagil aktivitenin depolanma

suresi ile degisimi Sekil 4.4 de gosterilmigtir.
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Sekil 4.4. Serbest ve immobilize 3-galaktosidazin depolama kararliligi

Enzimler ¢ozelti igcinde saklandiklari zaman yapisal degisime ugrarlar. Buna
bagli olarak aktivitelerinde azalma veya timuyle yok olma gozlenelebilir. Bu
degisimin sebebi ortamin sicakhdi, iyon siddeti ve pH gibi faktorlerdir.
Yapilan calismalarda serbest enzimin aktivitesi belirtilen depolama
sartlarinda 20 glinde % 30 unu korurken immobilize 3-galaktosidaz ise 1., 2.
ve 3. bilesim sirasiyla % 84, % 80 ve % 77 lik aktiviteyi korudugu
g6zlenmistir. immobilizasyon ile enizimin depolanma kararliginda bir artis

saglanmisgtir.

Aspergillus niger B-galaktosidazi aljinat Uzerine kovalent baglanma yontemi
ile immobilize edilmis ve 35 gun sonra enzim aktivitesinin %56’sini korudugu

gOzlenmistir [78].
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4.5. immobilize B-Galaktosidazin Tekrar Kullanilabilirligi

Serbest [B-galaktosidaz bir kez, immobilize enzim ise aktivitesini korudugu
surece pek cok kez kullanilabilir. Tekrar kullanim sayilar Sekil 4.5 de

verilmigtir.
120
——1.Bilegim
—&—2.Bilegim
100 —8— 3.Bilegim

Bagl Aktivite (%)
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Kullanim Sayisi
Sekil 4.5. immobilize enzimlerin tekrar kullanimi

immobilize enzim 12 saatte 40 defa kullanildiginda 1., 2. ve 3. bilesim

aktivitelerini sirasiyla %50, %37, %26 sini korudugu gozlenmigtir.

immobilizasyonla kullanim sayisinin artirldi§i literatiirde verilmistir. Yapilan
bir ¢alismada, Kluyveramcyes Ilactis B-galaktosidazi sellloz jelatin
kullanilarak g¢apraz baglanma yontemi ile immobilize edildiginde 17. kez
kullanimindan sonra enzim aktiflijinin %80’ini korudugu bulunmustur [85].

Diger bir calismada ise Bacillus circulans B-galaktosidazi kovalent baglanma
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yontemi ile immobilize edildiginde 2.kez kullanimindan sonra enzim
aktifliginin % 90’nini korudugu, 30.kez kullanimindan sonra ise aktivitesinin %
80’ini kaybettigi gdzlenmistir [77]. Aspergillus oryzae [3-galaktosidazi kobalt
aljinat kureleri icerisini hapsetme yontemiyle immobilize edildiginde 4.kez

kullanimindan sonra enzim aktifliginin %50’sini korudugu gozlenmigtir [83].

4.6. Termal inaktivasyon

Serbest ve immobilize B-galaktosidazin termal inaktivasyonunu incelemek
amaci ile farkh sicakliklarda (35° C-45° C) ve farkli zaman araliklarinda (10-
60 dakika) inkibe edilen enzim ¢ozeltilerinin Bolum 3.6.1 deki reaksiyonlar
gerceklestirilerek aktiviteleri tayin edildi. Sekil 4.6 da verilen farkh sicaklik ve
zaman araliklarindaki serbest ve immobilize enzimlerin bagil aktivitesinin
zamanla degisimi gosterilmistir. Cizilen In A-t grafigi yardimiyla hesaplanan
farkli sicakliklardaki inaktivasyon sabitleri Cizelge 4.2 de verilmistir.
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Sekil 4.6. Serbest ve B-galaktosidazin bagil aktivitesinin zamanla degisimi

Grafikten de goruldigu gibi immobilize edilmis enzimler serbest enzim
formundan daha yavas inaktive olmustur. immobilizasyon ile enzimlerin
kuaterner yapilar korunmustur. Sicakligin artmasiyla termal inaktivasyon hiz
sabitlerinde bir artis gézlenir. Bunun nedeni serbest ve immobilize enzimlerin

denatirasyonudur.
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Cizelge 4.2. Serbest ve immobilize B-galaktosidazin farkli sicakliklardaki
inaktivasyon hiz sabitleri

Ornek 35°C(k; dak™) 45°C(k; dak™)
Serbest B-galaktosidaz | 0,0144 0,0198
1.Bilesim 0,0401 0,0477
2. Bilesim 0,0422 0,0503
3. Bilesim 0,0446 0,0559

Yapilan bir calismada Cicer arietinum [(-galaktosidazi seluloz Uzerine
immobilize edildiginde serbest enzimin 50°C’nin Uzerinde ylUksek aktivite
gosterdigi  bulunmustur. immobilize B-galaktosidaz igin ise 60°C de
aktivitesinin % 70’ini, serbest B-galaktosidazin ise aktivitesinin % 30’unu
korudugu gézlenmigtir [82].
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5. SONUGLAR

Serbest ve immobilize B-galaktosidaz enziminin aktivitesine etki eden gesitli
parametreler incelenmigtir. Elde edilen sonuglar agsagidaki gibi 6zetlenebilir.

1. Serbest B-galaktosidaz i¢in optimum pH degeri 5 olarak bulunmustur.
Kovalent baglanma yontemi ile immobilize edilen B-galaktosidaz igin

optimum pH degeri degismemistir.

2. Serbest B-galaktosidaz igin optimum sicaklik 30° C olarak bulunmustur.
Kovalent baglanma yontemi ile immobilize edilen B-galaktosidaz igin bu
sicaklik degeri 35° C ye kaymistir.

3. Serbest B-galaktosidaz i¢in K., degeri 0,343 mM olarak bulunmustur.
Kovalent baglanma yontemi ile immobilize edilen B-galaktosidaz i¢in Kq
degerleri 0.625 mM ve 1.907 mM olarak bulunmustur.

4. Serbest B-galaktosidaz icin Vmax degeri 0,0259 mM.dak™, kovalent
baglanma yontemi ile immobilize edilen B-galaktosidaz igin ise bu deger
0.0502 mM.dak™ ve 0.274 mM.dak™ olrak bulunmustur.

5. Serbest B-galaktosidaz enzimi 4° C de depolandidinda 30.gunde
aktivitesini tamamen kaybettigi halde kovalent baglanma yontemi ile
immobilize edilen enzimlerin daha uzun surede aktivitelerini korudugu 20
ginin sonunda baslangic aktivitesinin % 70-% 80 inin korundugu

gozlenmigtir.

6. immobilizasyonla B-galaktosidaz enziminin tekrar kullanim sayisi 40

olarak bulunmustur.

7. Serbest B-galaktosidaz aktivitesi 35°C ve 60 dakikada yaklasik %55 ini,
1., 2. ve 3.bilesim aktiviteleri yaklasik olarak sirasiyla % 74, % 68, % 60 ni
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korudugu goézlenmistir. 45° C ve 60 dakikada yaklagik olarak serbest B-
galaktosidaz aktivitesinin % 20 sini korurken 1., 2. ve 3.bilesim aktivitelerini
yaklasik olarak sirasiyla % 51, % 44, % 33 Unu korudugu gozlenmistir.
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