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OZET

HIDROJEN PEROKSIT ELEKTRODU TASARIMINDA KULLANILMAK
UZERE KATALAZIN MANYETIK KURELERE IMMOBILIZASYONU
TOPCU, Asuman
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. M.Yakup ARICA
Ortak Danisman: Dog.Dr. Giillay BAYRAMOGLU

Mart, 2008, 57 Sayfa

Manyetik poli(glisidil metakrilat- metil metakrilat), poli(GMA-MMA)
mikrokiireleri ile katalazin kovalent immobilizasyonu calisildi. Baglanma ajanm
olarak glutar dialdehit kullanildi. Immobilize katalazin aktivitesinin yiiksek
oldugu tespit edildi. Immobilize katalaz enziminin sicakliga kars1 dayanikliginin
serbest haline gore daha fazla oldugu gozlendi. Ayrica, immobilize enzimin
sicaklik profilinin serbest enzime gore daha genis olduguda goriildii. Serbest ve
immobilize enziminin kinetik parametreleri belirlendi. Immobilize enzimin
substratina ilgisinin azalmasiyla tespit edilen Michaels sabitleri (K,,) serbest
enzime gore daha biiylik oldugu ve diger taraftan, V,.x degerinin immobilize
enzim i¢in daha kii¢iik oldugu goézlendi. 77 giin devam ettirilen kesikli igletimde
manyetik poli(GMA-MMA) mikrokiirelerine immobilize edilmis enzimin

aktivitesindeki kayibin yalnizca %14 mertebesinde oldugu goriildii.



Anahtar Kelimeler: Siispansiyon polimerizasyonu, Immobilizasyon, Manyetik

destek, Polimerik mikrokiire, Katalaz, Enzim reaktorii
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ABSTRACT

CATALASE IMMOBILISATION ONTO MAGNETIC BEADS FOR
CONSTRUCTION HYDROGEN PEROXIDE ELECTRODE
TOPCU, Asuman
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Departmant of Biology, M. Sc. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. M.Yakup ARICA
Asist. Prof. Dr. Gillay BAYRAMOGLU

March, 2008, 57 Pages

Covalent immobilisation of catalase onto magnetic poly(glycidyl
methacrylate- methyl methacrylate), poly(GMA-MMA), microbeads was
studied. Glutaric dialde was used as a coupling agent. Immobilization of catalase
onto magnetic microbeads resulted an increase in the apparent activity with
respect to the free enzyme. The activity yield of the immobilised catalase on the
magnetic poly(GMA-MMA) microbeads was very high. Immobilised catalase
preparation has resistance to temperature inactivation as compared to the free
form. The temperature profile was broader for immobilised preparation than that
of the free enzyme. Kinetic parameters were determined for immobilised catalase
preparation as well as for the free enzyme. The values of the Michael’s constants
K for the immobilised catalase preparations were significantly larger, indicating

decreased affinity by the enzyme for its substrate, whereas V. values were

il



smaller for the immobilised catalase preparations. In a 77 days batch operation

with magnetic microbeads, only 14% of immobilised catalase activity was lost.

Keywords: Suspension polymerisation, Immobilisation, Magnetic support,

Polymer microbeads, Catalase, Enzyme reactor
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1. GIRIS

Enzimler, aktivasyon enerjisini disiirerek canli hiicreler igerisinde
meydana gelen kimyasal reaksiyonlarin hizlarimi arttiran biyolojik katalizorlerdir
ve ¢ogu zaman hiicre disinda da aktivitelerini slirdiiriirler. Protein yapisinda olan
enzimler her ne kadar tepkime hizini1 artirsalar da, substrat ve denge derisimlerini
etkilemezler. Hiicrelerde ¢ok 6nemli metabolik gorevleri olan enzimler artik cok
¢esitli amaglar i¢in kullanilmak {izere giinliik hayata girmislerdir. Mikroorganizma
kaynakli enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere goére katalitik
aktivitelerinin ¢ok yiliksek olmasi, toksik ve patojenik olmamasi, istenmeyen yan
irtin olusturmamalari, daha kararli ve ekonomik olmalari, yiiksek Olgekte
iiretilebilmeleri gibi o6zelliklerinden dolayi, endiistrinin hemen her alaninda

kullanilan enzimler genellikle mikroorganizmalardan elde edilmektedir ).

Son yillarda, enzim teknolojisinin giderek gelismesi ile ¢ok yiiksek igletim
maliyetleri ile {retilen {rlinlerin kullanim alanlarinin = gesitliligi  artmastir.
Biyoteknoloji ve genetik miihendisligindeki calismalar, ¢esitli proteinlerin ve
enzimlerin endiistriyel Olgekli iiretiminde O6nemli gelismeler oldugunu
gostermistir.  Ozellikle son yillarda stratejik alan seklinde degerlendirilen
rekombinant DNA teknolojisinden yararlanilarak biiylik Olgekte enzim iiretimi
miimkiin olmus ve kullanimi giderek yaygmlasmistir Y. Enzim iiretimi islemi
siirecinde saflagtirma islemlerinin zor kosullar altinda olmasi ve yiiksek maliyet
gerektirmesinin yaninda sadece bir kere kullanilabilmeleri, genellikle ila¢ ve gida
endiistrisinde biyokatalizér olarak veya kimyasal analizlerde ¢ok 06zel olarak

kullanilan enzimler i¢in 6nemli dezavantajlar1 olusturmaktadir ©:6)



Bazi calismalarda c¢ok 0Ozel olarak kullanilan enzimlerin ¢alismalardan
sonra enzimin geri kazanimiin miimkiin olmamasi, enzim saflastirma isleminin
zor olmasi, maliyetinin yiiksek olmasi ve bir defaya mahsus kullanilmalar1 gibi
bazi dezavantajlar sergilemektedirler. Bu nedenle modern biyoteknolojik
yontemlerin uygulanmasi1 ile dogal kaynaklardan izole edilen veya {iretilen
biyoaktif makromolekiiller; yiyecek teknolojisinde, biyomedikal ve analitik
alanlarda genellikle immobilizasyon isleminden sonra kullanilmaktadir .
Gelistirilen farkli immobilizasyon yontemlerinin uygulanmasi ile; enzimler tekrar
kullanilabilirliklerinin ve kararliliklar1 artirilmasi, siirekli sistem ¢alismalarina
uygulanabilir olmasi, kisa islem siiresi, isletim maliyetinin azaltilmis olmas1 ve
iirtinlerin saflik derecesi artirilabilmesi miimkiin hale gelmektedir @-10)

Enzim immobilizasyonunda kullanilan metotlar, enzim ve destek
arasindaki molekiiler etkilesimlere dayanan fiziksel yontemler ve kovalent bag
olusumuna dayanan kimyasal yontemler olmak {izere iki ana kategoriye ayrilir ®
Son yillarda, g¢esitli polimerizasyon teknikleri kullanilarak farkli geometrilere sahip
polimerik yapilar enzim immobilizasyon destek materyali olarak kullanilmak {izere
sentezlenmektedir. Enzim tutuklamasi i¢in uygun olacak bir tasiyict destek
malzemesi reaktif grup icerigine sahip olmali, yliksek mekanik ve kimyasal
kararlilik sunmali ve olumlu akis ozellikleri sergilemesinin yaninda genis bir
ylizey alanina sahip olmalidir.

Fazla sayida destek materyali ve enzim tutuklama tekniklerinin varligs,
hemen hemen hig¢ bir biyoaktif tiirliin uygulanabilir bir tutuklama ydntemi olmadan
kalmasina izin vermemistir. Boylece, destek materyalinin ve tutuklama

yonteminin se¢iminin énemi, serbest biyoaktif ajanlar lizerinde yapilan ¢alismalar

sonucunda dogrulanmistir ®”. Akrilik kopolimerleri, bir tasiyic1 materyal ailesi



olarak, cesitli 6zellikte hazirlanabildiklerinden, 6zellikle enzim tutuklanmasi igin
¢ok uygundur. Bunlar arasinda, epoksi grubu tasiyan akrilik kopolimerler
(poli(metilmetakrilat-ko-glisidil metakrilat) gibi), potansiyel tasiyici matriks
olarak baz1 6nemli avantajlar (6rnegin amino, tiyol ve fenolik gruplan ile, ilimh
deney kosullar1 altinda kolay ve kararli kovalent baglari olusturabilmeleri ve

(010 " Enzim immobilizasyonu i¢in

yiksek mekanik kararlilik gibi) gosterir
kullanilan yoOntemlerin ve destek materyallerinin, yiiksek enzim aktivitesi

gosterdiklerinden, isletim kosullar1 altinda kararlilik ve dayanikliliklarini

koruduklarindan emin olunmalidir.

Bu caligmada, katalaz enzimim immobilizasyonunda destek materyali
olarak kullanmak iizere, FeCls elektroliti varliginda glisidil metakrilat (GMA) ve
metil metakrilat (MMA) komonomerlerinin polimerizasyonuyla, mikrokiire
formunda bir akrilik kopolimer hazirlandi. Polimerizasyon sonrasinda
gerceklestirilen amonyak varliginda amonolizis islemi ile kiirelerin yiizeyinde
amino gruplarinin olusturulmas: saglandi. Yiiksek aktivitede katalaz tutuklanmis
kiirelerin hazirlanmasinda, optimum islem sartlarini arastirmak igin, hazirlanan
manyetik kiireleri glutaraldehit kullanilarak amino grubu iizerinden modifiye
edildi. Katalaz enzimi daha sonra, glutarik dialdehit ile modifiye edilen
poli(GMA-MMA) mikrokiirelere kovalent baglanma metodu ile immobilize
edildi. Serbest ve tutuklanmis enzim i¢in Michaelis-Menten kinetik sabitleri (K,
ve Vimax), optimum pH ve sicaklik arastirildi. Serbest ve tutuklanmis enzimin 1sisal
aktivasyon kaybi, ¢esitli sicakliklarda calisildi ve islem sartlar1 altinda tutuklanmis
katalazin kinetik sabitleri belirlendi. Sonug olarak, tutuklanmis enzim sistemi, bir
siirekli akis enzim reaktoriinde, enzimin davranisinin ¢alisilmasi i¢in, bir enzim

reaktoriine uygulandi.



1.1. Enzimler

Enzimlerin tiimii protein yapisinda olan suda c¢oOziinen ve kimyasal
reaksiyonlarda biiyiik bir 6zgiinliige sahip olan ¢ok 06zel katalizorlerdir. Enzimler,
diger proteinler gibi 12.000°den 1.000.000 {izerine kadar degisen molekiiler agirliga
sahiptirler. Enzimlerin katalitik aktiviteleri, dogal protein konformasyonlarinin
biitlinliigiine baglidir.

Etki ettigi maddenin sonuna "az" eki getirilerek ya da katalizledigi
tepkimenin ¢esidine gore adlandirilirlar. Tiim enzimler genler tarafindan sifrelenir.
Dolayistyla amino asit dizilimi kendine o6zgiidiir. Pepsin ve iireaz gibi bazi
enzimler yalnmiz proteinden olusurken; enzimler ¢ogu, enzimin hangi maddeye etki
edecegini belirleyen protein kismi (enzimin Apoenzim kismi) ve daha kiiciik
organik ya da inorganik molekiillerden olusan koenzim kismi olmak iizere iki
farkli kissmdan meydana gelmistir. Baz1 enzimler ortama belirli iyonlar bulunmasi
durumunda etkinlik géstermektedirler, 6rnegin bazi enzim zincirine ancak Mg”"
iyonu eklenince glikozu laktik aside c¢evirebilir veya tiikiiriikteki amilaz nisastay1
klor iyonlar1 varliginda pargalayabilir. Bilindigi gibi, baz1 durumlarda ise enzimin

etkinlik gosterebilmesi i¢in bir metal iyonuna gereksinim vardir @,



Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan
Onerilen ve benimsenen sistematik adlandirmada enzimler; redoks tepkimelerini
katalizleyen ve dehidrogenazlar, oksidazlar, rediiktazlar, transhidrogenazlar ve
hidroksilazlar olarak alt siniflandirilmasi yapilan oksidorediiktaz enzimleri, hidrojenin
disinda bir atomun veya atom grubunun (metil, karboksil, glikozil, amino, fosfat
gruplar1) bir molekiilden digerine aktarilmasii saglayan transferaz enzimleri, su
molekiilii araciligryla molekiillerin yikilmasini saglayan esterazlar ve proteazlar olarak
alt siniflamaya sahip hidrolaz enzimleri, su molekiilii ¢ikis1 olmadan molekiilleri yikan
liaz enzimleri, molekiil i¢inde degisiklik yaparak onun uzayda dizilisini degistiren
izomeraz enzimleri ve enerji kullanarak substrat molekiillerinin birbirine
baglanmasini; Ornegin amino asitlerin ve yag asitlerinin aktiflesmesini saglayan

ligazlar olmak iizere toplam alt1 ayr1 alt kategoride simflandirilirlar @'

1.1.1. Katalaz Enzimi.

Katalaz (EC 1.11.1.6), protein yapisinda bulunan karakteristik bir enzimdir.
Reaksiyon katalizleme hiz sayisi en yiiksek enzimlerden biri olan katalaz dort
polipeptit zincirinden olusan bir tetramerdir. Bu enzim yaygin bir sekilde hayvan, bitki
ve mikroorganizmada mevcuttur. Katalaz enzimi canli organizmanin eritrosit,
karaciger, bobrek, kemik iligi ve ¢esitli dokularinda ve hayvan hiicrelerinin 6zellikle

peroksizom organellerinde de yogun bir sekilde bulunur da bulunur >,



Sigir karacigerden elde edilen ve prostetik grup olarak her alt birim bagina bir
molekiil demir porfirin kompleksi iceren katalaz enzimi hidrojenperoksiti parcalayan
bir enzimdir ve molekiil kiitlesi 220.00 ile 270.000 arasinda degismektedir. Katalaz
yapisinda bulunan histidin ve tirozin amino asit gruplarinin, enzimin tersiyer yapisinda
onemli rolleri oldugu saptanmustir. Enzimler, olaganiistii katalizérlerdir. Ornegin,

H,0,’in parcalanmasi i¢in gerekli olan aktivasyon enerjisi 18,16 kcal/mol iken,

katalizor katalaz enzimi varliginda bu deger 1,91 kcal/mol’e diismektedir. Bazi
enzimler tepkimelerde yan iiriin olarak viicutta H,O, meydana getirdiginden ve bu da
viicut i¢in zehirli oldugundan, katalaz enzimi onlar1 siirekli parcalayarak hiicreleri
korur. Bir molekiil katalaz enziminin pargaladigi H,O,'i demir atomu yalniz basina
ancak 300 senede pargalayabilmektedir as),

Katalaz toksik hidrojen peroksidi hiicrelerden uzaklastirmada da 6nemli bir rol
oynar. Insan yasammin vazgecilmezlerinden olan oksijen metabolizma sirasinda
meydana gelen bazi1 bilesiklerden dolayr =zararli olabilmektedir. Siiperoksit,
hidrojenperoksit, hidroksil, hipoklordz, peroksil, perhidroksil, alkoksil, organik
peroksit radikalleri bu reaktif oksijen tiirleri olarak adlandirilan bu bilesiklerdir ¢
Viicutta dogal metabolik yollarla serbest radikaller olusmakta, ancak radikal
pargalayan antioksidan sistemlerle olusan serbest radikaller ortadan kaldirildigindan,
herhangi bir sitotoksite ortaya ¢cikmamaktadir. Ancak bu isleyisin radikaller lehine
bozuldugu durumlarda bir dizi patolojik olay ortaya ¢ikmaktadir a7, Organizmalar
olusan serbest oksijen radikallerinin hasarima karsi endojen koruyucu antioksidan
savunma sistemlerine sahiptirler. Biyolojik ve biyokimyasal sistemlerde primer
antioksidan enzimler; sliperoksit anyonlarinin dismutasyonunu katalizleyerek hidrojen
peroksit olusturan Siiperoksit Dismutaz, hidrojen peroksidi, su ve oksijene

parcalanmasii saglayan Glutatyon Peroksidaz ve Katalaz enzimleridir (18



Antioksidant savunma sisteminde bu enzimler radikallerle reaksiyona girerek bunlarin
daha zararli formlara doniismelerini ve yeni serbest radikal olusumunu Onleyen
bilesiklerdir.

Katalaz, oksitleyici, agartict1 veya sterilizasyon amach kullanilmaktadir.
Katalaz, yiyecek endiistrisinde iiriinlerden soguk pastorizasyondan sonra H,O,’in
uzaklastirilmasi uygulamalarinda kullanilmaktadir. Ayrica analitik uygulamalarda
H,O, ve/veya glikoz biyosensor sistemlerinin bir unsuru olarak da Onemli
uygulamalar1 bulunmaktadir .

Katalaz, siit ve siit tirlinleri endiistrisinde de kullanilmaktadir. Siit ve siit
irtinleri endiistrisinin en temel problemi ham siitiin kisa siirede dayanikliligini
yitirmesidir. Uzak mesafelerden isletme merkezlerine tasinma siiresi igerisinde
peynir yapimi gibi On pastdrizasyon isleminin gerekmedigi durumlarda siite
koruyucu maddelerin katilmasi tercih edilen bir yoldur ve ideal yontem olan
sogukta korumaya gore de biiylik bir maliyet diisiisii saglar. Bu amacla en c¢ok
kullanilan koruyucu madde H,O,’dir (19 Ham siite katilan H,05’in, siitiin islenme
asamasindan Once parcalanmasi gerekir. Bu amagla ¢6ziiniir veya immobilize
edilmis katalaz enzimi yaygin olarak kullanilmaktadir % .

Katalaz, kontak lens hijyeninde, H,O, soliisyonu kullanilarak lensin
dezenfekte edilmesinde kullanilmaktadir. Katalaz iceren soliisyon, kontakt lensin
tekrar kullanilmadan 6nce ortamdaki H,O,’in parcalanmasini sagilmaktadir. Son
zamanlarda katalaz, epidermisin {iist tabakalarindaki hiicresel oksitlenmeyi
artirmak amaci ile H,O, ve enzimden olusan ve yiize uygulanan degisik maske

uygulamalari i¢in de kullanilmaktadir.



1.2. Enzim Aktivitesi Belirleme Yontemleri

Enzim aktivite tayininde kullanilan ¢esitli yontemler bulunmaktadir. Aktivite
tayinlerinde genellikle ya kaybolan substrat miktar1 ve/veya meydana gelen iiriin
miktar1 tayin edilerek enzimlerin aktiviteleri 6l¢iiliir ®10)

En cok kullanilan enzim aktivitesi birimi, IU’dir (internasyonel Unite). 1 TU
enzim aktivitesi, optimum kosullarda, 1 dakikada 1umol substrati degistiren enzim
etkinligini ifade eder ki bu da 1 saniyede 16,67 nmol substratin {iriine
dontstiirilmesine karsilik gelmektedir. Enzim aktivitesi, cok 6zel aktivite olarak da
ifade edilir. Bir enzim i¢in ¢ok 6zel aktivite, 1 mg enzim proteini basina diisen enzim
tinitesi (IU veya katal) sayisidir. Aktivite tayini yapilan biyolojik ornekteki enzimin
saflig1 arttikca spesifik aktivitesi de artislar gézlenmektedir (1.9.12)

Enzim aktivite tayininde kullanilan farkli tayin yontemleri bulunmaktadir. Bu
yontemler arasinda bulunmasina spektrofotometrik analiz yontemi islem kolaylig1 ve
basitligi sergilemesinin yani sira yiiksek hassasiyet ile tayin imkani tanimasi nedeni ile
tercih edilen bir yontemdir. Bu nedenle, birgok enzimin aktivite tayini bu yontem ile
yapilmaktadir. Pek ¢ok enzim substrati, iiriinii veya koenzimi, goriilen 1sikta veya
ultraviyole 1s1kta bir maksimum degeri gostererek, absorban1 vermektedir. Bu takdirde
ya substratin kaybolmasi yada iirliniin meydana gelisi gibi koenzimdeki degisiklik

spektrofotometreden tayin edilebilmektedir. Bu ydntemde optik dansite degisimi,

belirli miktardaki enzim Unitesini verir.

1.3. Enzimlerin Uygulama Alanlan

Tim enzimlerin medikal ve endiistriyel bir O6nemi vardir. Enzimler,
yiyeceklerin, igeceklerin liretiminde, hazirlanmasinda, giysilerin temizlenmesinde,

hastaliklarin teshisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Biyoteknolojik yOntemler



kullanilarak, yeni tiir enzimlerin biiyiik 6lgeklerde ve ekonomik olarak {iretilmesi
miimkiin olmustur. Ornegin, bu tekniklerin kullanimi ile nisastay1 pargalayan alfa-
amilaz enzimi ¢imlenmekte olan arpadan, tripsin enzimi biiyiik bas hayvanlarin
pankreaslarindan, lizozim enzimi yumurta akindan, rennin veya proteaz enzimi siit
emmekte olan buzagilarin midesinden endiistriyel 6l¢mekte tiretilebilmektedir.

Uretimi, sabitlenmesi (non-reaktive), paketlenmesi ve belitli dlgeklerde
dagitiminin yapilabilmesi sonucu, enzimler, raflarda duran ekzotik bir maddeden
ziyade, bliyiik depolarda muhafaza edilebilen endiistriyel iiriinler olmustur.

Enzimler genelde endiistri, klinik, tip ve eczacilik gibi alanlarda
kullanilmaktadir. Enzimlerin kullaniminin en fazla oldugu alan gida endiistrisidir.
Bu endiistri alaninda 6zellikle proteazlar ve amilazlar yaygin olarak kullanilan
enzimlerdir. Bu endiistri alaninda igeceklerin bozulmasini onlemek amaci ile
Aspergilus  niger’den  biyoteknolojik  yOntemler ile {Uretilen katalaz
kullanilmaktadir @V,

Eczacilikta alaninda kullanil anilan pek c¢ok enzim arasindan hazim
kolaylastirict bazi ilaglarin bilesimindeki besinlerimizin temel bilesenlerinden olan
proteini pargalayan proteaz, nisastay1 parcalayan seliiloz, yaglar pargalayan lipaz
ve laktozu parcalayan laktaz enzimleri 6rnek olarak verilebilir 2.

Ayni sekilde enzim kullaniminin en fazla oldugu endistriyel olgekli
uygulama alanlarindan bir digeri de deterjan endiistrisidir. Deterjanlar
kullanilacaklar1 alana gore bilesimi degisen kompleks karigimlardir. Bazi
deterjanlar alkali kosullarda aktivite gosteren alkali-protez (bazik) enzimlerini
igerirler, bazi1 deterjanlarin yapiminda da amilaz, seliilaz ve lipazlar
kullanilmaktadir. Bu enzimlerin etkisi ile O6zellikle protein, yag ve nisastanin

tesiriyle olusan kirlilik etkisi bir sekilde temizlenir **.



Kagit hamuru ve kagit endiistrisi, diinyada enzim kullanabilecek en biiyiik
pazarlardan birisi olarak kabul edilmektedir. Enzimlerin, kagit ve kagit hamuru
tiretiminde kullanilabilmesi {izerine son yillarda yapilan ¢aligmalar oldukga artmistir.
Ozellikle agartma ve miirekkep giderme islemlerinde kullanilmak iizere bircok enzim
halen yogun bir sekilde incelenmektedir. Bu alanda siklikla kullanilan seliilaz, ksilaz,
lakkaz, lipaz, katalaz enzimleridir (24.25)

Deri islemede ve deri endiistrisinde de enzimler, bakteriyel proteazlar, deri
dokusu disindaki proteinlerin ve yaglarin temizlenmesinde, killarin
uzaklastirilmasi ve derinin yumusatilmasi islem basamaklarinda kullanilmaktadir.
Ayrica cesitli seliilozlu atiklarin karbon kaynagi olarak kullanilmasinda, kalitesiz
yaglardan daha kaliteli yaglarin elde edilmesi islemlerinde de enzimlerden
yararlanilmaktadir **. Tekstil endiistrisinde dokuma sirasinda ipliklerin saglam ve
diizgiin olmas1 ve kopmamasi icin iplikler nisasta iceren bir ¢ozelti ile muamele
edilmektedirler. Bu isleme hasillama ad1 verilir. Kumas dokunduktan sonra, kumastaki
fazla nigastanin uzaklastirilmasi gerekir. Bu isleme de hasil alma adi verilmektedir.
Hasil alma ajani1 olarak da yaygin olarak a-amilaz enzimi kullanilmaktadir @7,

Son yillarda yapilan g¢alismalar, rekombinant-DNA teknolojisine paralel
olarak, yeni ve istenilen Ozellikteki enzimin endiistriyel Olgekli iiretiminin
miimkiin oldugunu goéstermesi, enzimlerin kullanim alanlarinin gelecekte daha da
yayginlas anacagmin bir gostergesidir V.

Immobilize enzimler kati faz reaktdrlerinde (dzellikle dolgulu kolanlarda),
potansiyometrik enzim elektrotlart ve optik sensorler gibi enzim sensdrlerinin

tasariminda filmlere baglanarak kullamlmaktadir ¥

. Ayrica immobilize {iriinler,
yapay organ sistemlerinin iceriginde ya da yapay materyal ylizeyinin biyouyumluluk

ozelliginin arttirlmasinda da kullanildiklar1 bilinmektedir *”. Tutuklu enzimlerin
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temel biiyiik 6l¢ekli uygulama alanlari, gida (tutuklu glikoz isomeraz kullanilarak
yiiksek fruktoz surubu iiretimi) ve eczacilik endiistrisidir (tutuklu penisilin amidaz
kullanarak 6-aminopenisilanik asit @iretimi)®. Tutuklu enzim bazli biyosensdrler,
mayalanma endiistrileri, ¢evresel izleme ve klinik teshiste analiz i¢in genis bir
kullanim alanina sahiptir. Glikoz ve sukroz i¢in biyosensorler, gida ve mayalanma
ornegi analizi icin kullamlmaktadir ®**. Yapay organlarin yapimimi iceren diger
potansiyel alanda, tutuklu iireaz, ekstra bedensel detoksifikasyon i¢in kandan

iirenin uzaklastirilmasinda yapay bébrek aygitinda kullaniimaktadir ©.

1.4. Enzim immobilizasyonu

Enzimlerin ¢oziinmeyen destek gorevi goren materyaller (matriksler)
yardimiyla suda c¢oOziinmeyen hale getirilmeleri immobilizasyon olarak
tanimlanabilir. Bu yolla, enzim molekiillerinin hareketinin smnirlandirildigs,
duraganlastirildig: ifade edilir.

Immobilizasyon tekniginin sundugu avantajlar; katalitik giiciiniin &nemli
Olgiide stabilize edilerek korunmus olmasi, tekrar kullanilabilirliginin saglanmasi,
tiriinlerin yliksek saflik derecesinde kolaylikla elde edilebilmesi, siirekli ve biiyiik
Olcekte iiretime olanak tanimasi, kisa iglem stiresi ve diisiik iiretim maliyeti olarak
siralanabilir ©**?).

Immobilize enzimin verimini ve performansini belirleyen ii¢ temel parametre;
secilen enzimin oOzelligine, tasiyici destek materyalinin 6zelliklerine ve segilen
immobilizasyon yontemidir. Bu faktorlere bagli olarak enzim aktivitesinde kayiplar

meydana gelebilir ve tutuklu enzimin aktif boélgesi ve reaksiyon ortami ara

yiizeyinde, substrat yada {iriiniin tasinmasina difiizyonel direngten dolay1
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difiizyonel etkilerin ortaya ¢ikmasi s6z konusu olabilir. Bu nedenle, olusabilecek bu
sinirlamalar; destek materyalinin kiire yapida hazirlanmasi1 ve parcacik boyutunu
kiiciilterek genis ylizey alam1 saglanmasi, yliksek spesifik aktiviteye sahip olan
enzimlerde enzim yiikleme miktarin1 azaltmak ve enzimi destek materyalinin dis

ylizeyine baglanmasi yoluyla en minimum diizeyde tutulabilmektedir (3433)

1.4.1. immobizasyon isleminde Kullanilan Matriksler

Enzim, protein ve vb. gibi biyolojik molekiillerin immobilizasyonunda
kullanilmak {izere ¢ok sayida destek materyali gelistirilmistir. Bu dogrultuda,
siirekli isletim kosullar1 altinda uzun siire kararliligin1 korumasi amaci ile enzimlerin,
farkli dogal veya sentetik kati destek materyallerine immobilizasyonu ve
optimizasyonu calismalar1 gerceklestirilmistir. Aluminyum oksit, bentonit veya
silikajel gibi anorganik kokenli materyaller, kitosan, kitin, nisasta, aljinat, seliiloz gibi
dogal kokenli polimerler ve/veya stiren veya tlirevleri, naylon, akrilamit veya akrilat
kokenli polimerler, cesitli iyon degistiriciler enzim immobilizasyonu uygulamalarinda
basari ile uygulanmistir “®*”. Bu materyaller kontrol edilebilir boyut dagilimma ve

g6zenek capina sahip olarak iiretilebilmelidir.

Polimer kiiglik basit molekiillerin devamli olarak birbirine kovalent baglarla
baglanarak olusan makro bilesiklerdir. 'Poli' Latince bir sdzciik olup ¢ok sayida
anlamma gelir. Polimerler 'monomer' denilen birimlerin bir araya gelmesiyle
olugmaktadir. Buna basit bir 6rnek olarak 'Polistren' verilebilir. Polistren bir¢ok stren

monomerinin monomerinin bir araya gelmesi ile olusmustur.
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Bir polimer tek bir monomer biriminin tekrarlanmasindan olusuyorsa buna
'homopolimer' denir. Ornek olarak, etilenden elde edilen polietilen ve strenden elde
edilen polistren verilebilir. Eger polimer molekiilii iki farli monomerin birlesmesinden
olusuyorsa buna 'kopolimer' denir. Polimerler katilma veya kondenzasyon

polimerizasyonu ile sentezlenirler.

Sentetik polimerlerin {iretiminde kullanilan endiistriyel teknikler, reaksiyon
ortaminin Ozelliklerine bagl olarak yigin, ¢ozelti, slispansiyon, emiilsiyon ve
dispersiyon polimerizasyon islemleri olarak siniflandirilmaktadir. Sunulan tez
kapsaminda katalaz enziminin immobilizasyonunda kullanilmak {izere yeni
manyetik mikro kiireleri silispansiyon polimerizasyon teknigi ile hazirlanmasi

planlanmaktadir.

Siispansiyon polimerizasyon teknigi endiistride biiylik Olgekli polimer
iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu teknik ile polimerizasyon sartlarina
bagli olarak 50-1000 mikrometre c¢apinda, gozenekli ve/veya gozeneksiz
partikiiller hazirlanabilmektedir. Bu yontemde en onemli parametre monomerin
ve/veya monomerlerin, dagitma fazindaki ¢oziiniirliigliniin ¢ok diisiik olmasi
gerekliligidir. Bu amagla yapisinda ¢oziinmiis olarak baslaticiy1 i¢eren hidrofobik

monomerler i¢in dagitict faz olarak genellikle su kullanilir.

Gilinlimiizde farkli geometrilerde iiretilen polimerlerin bir¢ok kullanim alani
bulunmaktadir. Geometrik olarak kiire, cubuk veya membran yapilara sahip
polimerik destek materyallerinin kullanilabildigi uygulamalarda, 6zellikle kiire

yapidaki tasiyic1 destekler sagladigi avantajlardan dolayi tercih edilir ©.
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1.4.1.1. Manyetik Temelli Destek Materyalleri

Manyetik tasiyicilar, laboratuar kosullarinda hazirlanabilir ya da ticari
olarak temin edilebilir. Ticari olarak temin edilebilen ve/veya laboratuar
kosullarinda hazirlanan manyetik materyaller iki temel yapidan olusmaktadir. Ilk
yap1 Fe;04, MnFe,04 ve CoFe;04 gibi inorganik manyetik nanopartikiillerden olusan
manyetik merkezdir. Manyetik materyalleri olusturan ikinci yap1 ise manyetik merkezi
cevreleyen polimerik kabuktur. Manyetik merkez materyale manyetik o6zellik
kazandirirken polimerik yap1 daha ¢ok saflastirma ve immobilizasyon gibi amaglara
hizmet etmektedir 2.

Son on yil igerisinde, enzim immobilizasyon teknigi uygulamalarinda
manyetik 6zellige sahip destek materyallerinin kullanildig1 manyetik ayirma teknigi,
enzim saflastirilmas1 ve immobilizasyonu uygulamalarinda geleneksel yontemlerle
kiyasla sundugu c¢esitli istiinliikler nedeni ile arastiricilarin konu iizerine ilgisi
artmistir “1-43)

Manyetik ayirma teknolojisinin hizli ve kolay bir teknik olmasi, hedef
molekiili ¢ok daha az mekanik gerilime maruz birakmasi konusunda 6nemli bir
istlinlik saglamasi enzim immobilizasyon uygulamalarinda hedeflenen basarinin
saglanmasinda temel ilkeleri olusturmaktadir. Bu yeni kombine yoOntemle pahali
saflagtirma sistemlerine, santrifiijlere, filtrelere ya da diger ekipmanlara gerek
olmamasi, otomasyona ve mikro-6l¢ek gerektiren islemlere daha kolay olarak adapte
edilmeleri bu teknolojinin sundugu diger avantajlar1 olusturmaktadir. Manyetik destek
malzemelerinin hazirlama ydntemine bagli olarak partikiiller dis manyetik alana

karsilik olarak, siliper paramanyetik gibi davranirlar, fakat manyetik alanin

uzaklastirilmasi sonucu hemen sistem igerisine yeniden siispansiye olmalar1 biiytlik
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avantaj saglamaktadir ve manyetik alan yoklugunda kendi aralarinda etkilesim

olmamaktadir “>*9.

Farkli destek materyallerinin basar1 ile kullanildigr enzim teknolojisi
uygulamalarinda, biyokatalistin tutuklanmasi i¢in manyetik partikiillerin
kullanimi, islenmis enzim iriinlerin endiistriyel {iretimi uygulamalarinda artan bir

(45-47)

ilgiye neden olmaktadir Cesitli manyetik destek materyalleri, farkli

fonksiyonel gruplar iceren ¢esitli polimerlerden iiretilmektedir. Manyetik

partikiiller, hiicre ve enzimlerin tutuklanmasi “>*®, biyoseparasyon sistemleri 7,

“9) uygulamalarin alaninda yaygin

immunoanalizler (48), ilag salinimi, biyosensor
bir kullanima sahiptir. Kalict manyetik 6zellik, destek materyalinin disaridan
uygulanan manyetik alanin uzaklastirilmis olmasi durumunda bile, partikiillerin
bir araya toplanmasina sebep olabilir. Bu dezavantaj, siiper-paramanyetik
partikiiller gelistirilmesi zorunlulugunu beraberinde getirmistir. Fe;O,4 siiper-
paramanyetik materyallerden biridir ve biyoteknolojik ve biyomedikal alanlarda

yaygin olarak kullanilmaktadir ©%*.
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1.4.2. Enzim immobilizasyon Metodlar

Immobilize edilecek enzimin 6zelliklerini bilmek ve bu o6zelliklere uygun
destek materyal tipi ve immobilizasyon yontemi belirlemek basarili bir
immobilizasyon i¢in gerekli sartlardan birisidir. Kullanilacak enzimin izoelektrik
noktasi, sicaklik, iyonik siddet ve pH gibi ¢evre kosullarina karsi toleransi ve ii¢
boyutlu yapis1 gibi 6zellikler immobilizasyon islemi sonrasinda da enzim aktivitesinin
korunabilmesi i¢in enzim hakkinda bilinmesi gereken 6nemli verilerdir.

Enzimlerin kat1 desteklere tutuklanmasi isleminde kovalent baglanmadan
adsorsiyona ya da fiziksel tutuklamaya kadar bir¢ok immobilizasyon yOntemi
kullanilmaktadir (Sekil 1.1). Immobilizasyon teknikleri arasinda, adsorpsiyon,
islemin basit ve ucuz olmasi, yiiksek katalitik aktivite saglamasi ve en 6nemlisi
tutuklu enzimin inaktivasyonundan sonra, destek materyalinin tekrar tekrar
kullanilabilmesi gibi nedenlerden dolay1 diger metotlardan daha yiiksek bir ticari

(52,53)

potansiyele sahiptir . Literatiirde, dogal veya sentetik iyonik polimerlerin

asilandig1 destek materyalleri, ¢esitli enzimlerin geri doniisiimlii tutuklamasi ile

ilgili birka¢ metot rapor edilmistir (53-55)

. Agaroz, sefadeks tiirevleri, seliiloz
tirevleri, metal tuzlar1 ve mineraller de enzimlerin adsorpsiyon yolu ile
immobilizasyonu isleminde kullanilmislardir. Bununla birlikte adsorpsiyon
genellikle ¢ok giiclii degildir ve adsorbe olan enzimlerin bir kismi yikama ve
islem sirasinda desorbe olur. Bu sebepten dolay1 adsorpsiyon yoluyla geri
doniisiimlii enzim tutuklanmasi, enzim ve destek materyali arasinda ¢ok giiclii

hidrofobik ya da iyonik etkilesim gerektirir ®>%%.
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Sekil 1.1. Enzim immobilizasyonu tekniklerinin sematik gdsterimi

Enzim ile suda coziinmeyen aktiflestirilmis destek arasinda kovalent bag
olusumu enzimlerin immobilizasyonu i¢in sik¢a kullanilan bir tekniktir. Bu teknik,
enzim tlrevlerinin kararli olmasimi saglar ve enzimin ¢ozeltiye gegmesini engeller.
Kovalent baglanma genelde enzimin yapisinin ve fonksiyonel gruplarin bilindigi
durumlarda kullanilir. Enzimler kimyasal olarak kovalent baglarla seliiloz, sefadeks,
agaroz, poliakrilamid, gézenekli seramik gibi suda ¢ézlinmeyen tasiyicilara baglanirlar
Amino, karboksil v.s. gibi fonksiyonel gruplar tasiyan destek materyali uygun
aktivasyon ajani ile yiizey modifikasye edilerek enzim molekiillerinin yiizeye kovalent
baglanmast saglanir >

Bir diger immobilizasyon teknigi olan matriks i¢i tutuklama yontemi polimerin
yapisinda veya yar1 gecirgen membranlarda enzim tutuklanmasi temeline dayanir. Bu
yar1 gegirgen membran, enzimin disar1 ¢ikmasini engellerken, diisiik molekiil kiitleye
sahip olan substrat ve reaksiyon sonucu olusan iirliniin serbestce giris ¢ikisini saglar.

Capraz bagli poliakrilamid jeller, Ca alginat, kappa karragenan polimerleri bu

uygulamalara 6rnek olarak verilebilir.
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Capraz baglama yonteminin temeli; kiigiik molekiillii iki veya c¢oklu
fonksiyonel reaktifler enzim molekiilleri arasinda baglar yaparak suda ¢oziinmeyen
komplekslerin olugmasina dayanir. YoOntemde, molekiil i¢i baglarin yani sira
molekiiller arasi bag tiirleri de s6z konusudur. Enzimler glutaraldehit, alifatik
diaminler gibi bifonksiyonel reaktiflerle ¢apraz baglanirlar. Bu reaktifler enzim
molekiilleri arasinda bag olustururlar. Glutaraldehit enzim molekiillerinin amino
gruplarindan, diaminler ise karboksil gruplarindan ¢apraz baglarlar.

Ayrica bu yoOntemlerin kombinasyonlar1 da, tutuklama-capraz baglama,
kapsiilleme-¢apraz ~ baglama gibi, enzim immobilizasyonunda basar1 ile

kullanilmaktadir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kimyasal Maddeler

Katalaz (EC 1.11.1.6,hydrogen peroxide oxidoreductase; sigir cigerinden)
sigir serum alblimin (BSA) ve H;0O, Sigma firmasindan elde edildi. Baglatici
olarak kullanilan o,0 azobisizobutirilonitril (AIBN), polivinil alkol (PVA), ve
toluen Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, ABD) firmasindan temin edildi ve
alindigr gibi kullanildi. Glisidil metakrilat, metil metakrilat Merck AG
(Darmstadt, Almanya), etilenglikoldimetakrilat ise Aldrich Kimya Sirketi’nden
(USA) alind1 ve monomerler hidrokinon varliginda azaltilmis basing altinda distile
edildi ve kullanilincaya kadar 4°C’de saklandi. Diger tiim kimyasallar analitik

saflikta olup, Merck AG (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edildi.

Calismamizin her asamasinda kullanilan su, Barnstead (Dubuque, 1A, USA)
ROpure LP marka ters ozmos, Barnstead D3804 NANOpure organik/kolloid
uzaklastiric1 yiiksek akisl seliilloz asetat membran (Barnstead D2731) iiniteleri ve

iyon-degisimi dolgulu yatak kolonundan olusan ultra-saf su sisteminden elde edildi.

2.2. Yontem

2.2.1. Manyetik Temelli Destek Materyalinin Sentezi

Bu calismada, siispansiyon polimerizasyonu ydntemi ile capraz baglayici
(etilenglikol ~ dimetakriat, EGDMA) varliginda, glisidilmetakrilat (GMA) ve

metilmetakrilat (MMA) komonomerleri kullanilarak katalaz enzimi
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immobilizasyonunda kullanilmak iizere manyetik 6zellik kazandirilmis kiire yapida
poli(glisidilmetakrilat-metilmetakrilat), polil(GMA-MMA), mikrokiireleri manyetik
Ozellik tasiyan yeni bir destek materyali olarak hazirlandi. Poli(GMA-MMA)
mikrokiirelerinin sentezi ve magnetizasyonu iki agsamada gergeklestirildi. Birinci
asamada, demir iceren poli(GMA-MMA) kiireleri, Fe™ iyonlar1 varhiginda
siispansiyon polimerizasyonu yoluyla monomerlerinden hazirlandi.  Bu amag
dogrultusunda, glisidilmetakrilat (7.5 ml) ve metilmetakrilat (7.5 ml) komonomerleri
a-o’-azobisizobutirilonitril baglaticist (0.2 g) varliginda ¢apraz baglayici olarak
etilenglikoldimetakrilat (7.5 ml) monomerleri, polimerizasyon isleminden once,
NaOH-NaCl ¢ozeltisi kullanilarak ekstrakte edilerek monomer igindeki inhibitor
uzaklastirildt ve ekstrakt iginde kalabilecek muhtemel su molekiilleri ise CaCl,
kullanilarak uzaklastirildi. Komonomer karisiminin ve stabilizator olarak da, polivinil
alkol (PVA), ¢dzeltisinin (20 cm’, %5.0 w/v) kullanildig1 polimerizasyon sistemini
iceren reaktor sicakligi 65 °C olan su banyosuna yerlestirildi. Dagitici ortam olarak
toluen (20 ml) ve su, elektrolit olarak FeCls (0.1 M, 400 ml) ¢ozeltisi kullanildu.
Polimerizasyon islemi, 250 rpm karistirma hizinda 70 °C’de 2.0 saat ve 80 °C’de 1.0

saat mekanik karistiricr ile siirekli karistirilarak gerceklestirildi.

Ikinci asamada ise poli(GMA-MMA) mikrokiirelerin yapisinda demir oksit
kristali olusumu i¢in Fe™ iyonlant igeren NH3-H,O sulu ¢ozeltisinde klasik termal
coktiirme reaksiyonu gerceklestirildi. Ko-presipitasyon islemi i¢in siiziilen poli(GMA-
MMA) mikrokiirelerin 100 ml distile su igerisinde FeSOy4 (5 g) ¢cozeltisinin bulundugu
reaktore aktarildi. Mekanik karistirici ile siirekli karistirilan reaktor, azot atmosferi
altinda 2 saat icerisinde oda sicakligindan 90 °C sicakliga kadar ¢ikan sistem

kosullarinda geri sogutucu altinda damla damla NH3.H,O amonyak (50ml, %25 v/v)
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eklenirken refliiks edilmesi saglandi. Termal ¢oktiirme reaksiyonu siiresince, manyetik
kiirelerin epoksi gruplari, ortamdaki amonyagin varligindan dolayi, amonolizis
reaksiyonu yoluyla amino gruplarina doniistiiriilmiis oldu. Ko-presipitasyon yontemi
ile magnetizasyon isleminin tamamlanmasi islemini takiben, Biihner hunisi ile siiziilen
manyetik poli(GMA-MMA) mikrokiireleri, reaksiyon ortamindan ayrildi, 3 saat etanol
cozeltisi (70%; 250 ml) ile yikandi ve daha sonra sirasi ile distile su, sitrik asit, nitrik
asit, NaCl ¢ozeltisi ve su ile yikandi. Manyetik mikrokiireler siiziildii ve 30-35°C'de

vakum etivde kurutuldu.

2.2.2. Manyetik Temelli Mikrokiirelere Katalaz Enziminin Immobilizasyonu

2.2.2.1. Mikrokiirelerin Aktivasyonu

Manyetik mikrokiireler (~5.0 g), fosfat tamponu icerisinde (50 mM, pH 7.0)
dengeye getirildi ve reaktérde ayni tampon sisteminde hazirlanan glutaraldehit
¢ozeltisi (% 0.5 v/v, 50 ml) igerisine aktarildi ve oda sicakliginda 12 saat manyetik
karigtiricidda  karistirllarak  inkiibasyonu  saglandi.  Aktivasyon  reaksiyonu
tamamlandiktan sonra mikrokiireler sirasi ile distile su, asetik asit ¢ozeltisi (100
mM, 100 ml) ve fosfat tamponu (100 mM, pH 7.0) ile yikanarak glutaraldehitin
fazlas1 uzaklastirildi. Glutaraldehit ¢ozeltisinin baglangic ve aktivasyon sonundaki
adsorbanslar1 6l¢iilerek manyetik mikrokiirelere baglanan glutaraldehit miktar1 tayin

edildi.
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2.2.2.2. Manyetik Mikrokiirelere Katalaz immobilizasyonu

Calismanin bu kisminda sentezlenip aktive edilen manyetik poli( GMA-MMA)
mikrokiirelerine katalaz enziminin immobilizasyonu gergeklestirildi. Glutaraldehit
aktivasyonu yapilan manyetik mikrokiireler (~5.0 g) 2 saat fosfat tamponunda (50
mM, pH 7.0) dengeye getirildi ve katalaz enzimi (50 ml, 2.0 mg ml") igeren
ortama transfer edildi. Manyetik mikrokiirelere katalazin kovalent baglanma
yontemi ile immobilizasyonu 4 °C ortam sicakliginda 20 saat siiresince inkiibe
edilerek gerceklestirildi. Bu silire sonunda manyetik mikrokiireler, reaksiyon
ortamindan uzaklastirildi ve 1.0 M NaCl ve sonra fosfat tamponu (0.1 M, pH 7.0)

ile yikandu.

2.2.2.2.1. Immobilizasyon Etkinliginin Belirlenmesi

Katalaz immobilizasyonunda destek materyali olarak kullanilan manyetik
mikrokiireler iizerine tutuklanan enzim miktari, Bradford yontemi ile Coomassie
Brilliant Blue kullanilarak, immobilizasyon ortamindaki baslangi¢c ve bakiye
protein konsantrasyonu olgiilerek tayin edildi ©”. Bilinen albiimin (BSA)
konsantrasyonuyla hazirlanan 6lgiimleme egrisi, enzim ve yikama ¢ozeltisindeki

protein miktarinin hesaplanmasinda kullanildi.
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2.2.3. Manyetik Mikrokiirelerin Karakterizasyonu

Vakum etiiviinde kurutulan manyetik mikrokiirelerin boy ve boyut dagilimi
belirlendi ve polimerizasyon verimi hesaplandi.

Manyetik mikrokiirelerin yilizey alani, BET (Brunauner-Emmett-Teller)
metodu kullanilarak yiizey analizi cihazi ile 6l¢tildii.

Manyetik poli(GMA-MMA) mikrokiirelerin ko-presipitasyon isleminde
amin grubuna doniigmeden kalan erisilebilir epoksi grubu igerigi literatiirde
verilen piridin-HCI yéntemi ile tayin edildi ®Y. Bu amagla, 0.5 g mikrokiire
piridin-HCI ¢o6zeltisi (50 ml) ile 20 dakika geri sogutucu altinda etkilestirildi.
Reaksiyon sonunda 6rnek ayarli NaOH ¢o6zeltisi (0.1 M) ile titre edildi.

Mikrokiirelerinin sigsme orani, distile su igerisinde gravimetrik yontem
kullanilarak tayin edildi.

Mikrokiirelerin ~ yogunlugu Gay Lussac piknometresi yardimiyla,
mikrokiireler i¢in ¢dziicii olmayan bir sivi (n-Dekan) kullanilarak belirlendi.

75-150 pm boyut dagilimina sahip manyetik mikrokiireleri, azaltilmisg
basing altinda altin ile kaplandi ve kiirelerin elektron mikrograflar1 JEOL (JSM
5600) taramal1 elektron mikroskobu kullanilarak elde edildi.

Manyetik polil(GMA-MMA) mikrokiirelerine ait FTIR spektrumu, FTIR
spektrometre (Mattson 1000 FTIR, Ingiltere) kullanilarak elde edildi. 0.1 g kuru

kiire ve 0.1 g KBr karistirilarak tablet haline getirildikten sonra spektrumu alindi.

2.2.4. Serbest ve immobilize Katalazin Aktivite Tayinleri

Serbest ve immobilize katalaz 6rneklerinin aktiviteleri, birim zaman bagina

enzimin katalizledigi reaksiyonu sonucu ortamda kalan H,0O; konsantrasyonunun
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240 nm dalga boyunda, nm’de UV/Vis Spektrofotometre (Shidmadzu, Model
1601, Tokyo, Japonya) ile, spektrofotometrik olarak dogrudan o6lgiilmesiyle tayin
edildi. Hidrojen peroksit ¢ozeltileri (2-20 mM) serbest ve immobilize enzim
aktivitelerini belirlemek icin kullanild1 (61,62). 4.0 mL reaksiyon karisimi 10
dakika 25 °C’de inkiibe edildi ve 50 pL katalaz ¢Ozeltisi eklenerek reaksiyon
baslatildi. Ve siirekli karistirilarak 30 saniye siire araliklar ile 5 dakika inkiibasyon
siiresi boyunca Olgtim alindi 240 nm’de absorbansidaki azalma kayit edildi.
Absorbansidaki degisim hizi, 240 nm’de farkli konsantrasyonlardaki (2-20 mM)
hidrojen peroksit ¢ozeltisinin absorbansilarinin olgiilerek elde edilen 6l¢limleme
egrisinden yararlanarak egrinin dogrusal bélgesinden hesaplandi.

Katalaz aktivitesinin bir tinitesi, 25°C sicaklikta, pH 7.0°da, 1 dakikada 1.0
pumol hidrojen preoksiti ayristiran enzim miktar1 olarak tanimlandi. Manyetik
kiirelere immobilize katalaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in, enzim immobilize kiire
(10 mg) hidrojen peroksit c¢ozeltisine aktarilarak inkiibasyon baslatildi ve
substratin ayristirilmasi yukarida tanimlandigi gibi izlendi. 4 dakika sonra, enzim
tutuklu manyetik mikrokiirelerin reaksiyon karisimindan uzaklastirilmasi ile
reaksiyon sonlandirildi. Reaksiyon karistminin absorbansi belirlendi  ve
immobilize katalazin aktivitesinin hesaplamada kullanildi. Serbest ve immobilize
enzimin pH ve sicaklik profilinin belirlemek amaci ile, serbest ve immobilize
enzim aktivite dlgtimleri pH 4.0-8.0 araliginda ve ortam sicakligi da 15-55 °C
araliginda degistirilerek belirlendi. Substrat konsantrasyonunun etkisi 2-20 mM
H>O, konsantrasyon araliinda c¢alisilarak belirlendi. pH ve sicakliga bagh
sonuclar, her bir setin en yiiksek degeri tayin edilerek %100 aktivite degerine

normalize edilmis olarak gosterildi.
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2.2.5. Kinetik Sabitlerin Belirlenmesi
Hiperbolik egrinin denklemi olan Michaelis-Menten denklemininden tiiretilen

Lineweaver-Burk denklemi asagidaki gibi gosterilmektedir;

1/V =K+ [S]/ Vimax [S]

Burada K,,, Michaelis sabitini; V., maksimum reaksiyon hizini; [S], substrat
konsantrasyonunu ve V, baslangic hizim1 gostermektedir. Bu dogru denklemi
kullanilarak 1/V’ye kars1 1/S Lineweaver-Burk dogrusu cizilirse, egim ve kayma
degerlerinden K;,, ve V,.x degerleri hesaplanabilir.

Serbest enzimin Ky, ve V. degerleri 25 °C’de hidrojen peroksit (2-20
mM) iceren fosfat tamponunda (50mM, pH= 7.0), reaksiyonun baslangi¢ hizi
Olctilerek tayin edildi. Kesikli sistemde, 5 dakikalik inkiibasyon periyodundan

sonra elde edilen veriler kullanilarak K, ve V. degerleri hesaplandi.

2.2.6. Serbest ve immobilize Enzimin Isisal Kararhhg

Serbest ve tutuklu enzimin 1sisal kararliligi, 2 saat fosfat tamponunda (50
mM, pH= 7.0) iki farkli sicakliga (60 °C ve 70 °C) maruz birakilan enzimin kalan
aktivitesi Olciilerek belirlendi. Belirli zaman araliklarinda, 10 mg enzim
immobilize kiireleri uzaklastirildi ve yukarida tanimlandigi gibi 180 dakika siiresi
boyunca enzimatik aktivite tayini gergeklestirildi.

Sonuglar, bagil aktiviteye doniistiiriildii (Bu seride elde edilen maksimum

aktivitenin yilizde orani). Kalan aktivite, ayn1 miktardaki serbest enzime gore,
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manyetik mikrokiireleri lizerine kovalent baglanmadan sonra, toplam hidrolitik

aktivitenin bir kesri olarak belirlendi.

2.2.7. Depolama Kararhhgi

Bu deney, fosfat tamponunda (50 mM, pH= 7.0) 4 °C’de 77 giin depolama
siiresinden sonra serbest ve immobilize katalazin kararliligini tespit etmek igin
gerceklestirildi. Kalan aktiviteler yukarida verilen deneysel kosullar atinda bir
kesikli sistem islem modunda belirlendi ve serbest ve immobilize enzimin
aktivitesi, baslangi¢ aktivitesine gore kalan aktivitesinin bir yiizdesi olarak ifade
edildi. Manyetik kiirelere katalazin tutuklanmasindan sonra kalan aktivite, aymi
miktardaki serbest enzime kiyasla, geri kazanilan toplam aktivitenin bir

fraksiyonu olarak tanimlandi.

2.2.8. Manyetik Kiirelerin Tekrar Kullanimlar1 Sirasinda Enzimin
Kararhhg
Immobilize katalazin aktivitesi kalan aktivitesi yukarida tanimlanan aktivite
6l¢tim yontemi gercevesinde belirlendi. Her bir reaksiyon periyodunun ardindan enzim
immobilize kiireler reaksiyon ortamindan uzaklastirildi ve 25 °C’da 15 dakika, fosfat
tamponu ile (50 mM, pH 7.0) kiirelerde substrat kalmayincaya kadar yikandi. Ayni

kiireler tekrar 10 mM hidrojen peroksit i¢eren taze reaksiyon ortamina aktarildu.
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2.2.9. Siirekli SistemUygulamasi

Siirekli sistem uygulamasinda pyrex camdan yapilmis reaktér (uzunluk 8.0
cm, ¢ap 1.0 cm, toplam hacim 25 ml) kullanildi. Enzim immobilize mikrokiireler
(3.0 g), fosfat tamponunda (50 mM, pH 7.0), 4°C’de, 1.0 saat siiresi boyunca
bekletilerek dengeye getirildi ve yaklagik 6.0 ml’lik bos bir hacim vererek
reaktore yiiklendi. Siirekli sistem c¢alismasi i¢in fosfat tamponunda (50 mM, pH
7.0) hazirlanmis hidrojen peroksit ¢ozeltisi (10 mM), bir peristaltik pompa ile 20
ml saat’lik bir akis hizinda, alttaki giris kismindan, reaktore verildi. Bu islem,
25°C’de 64 saat siiresi boyunca devam ettirildi ve reaktérden ¢ikan ve toplama
kabinda biriktirilen ¢ozelti daha Once tanmimlandigi gibi katalaz aktivitesi

belirlendi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Immobilizasyon isleminde kullanilacak destek materyallerin, biyolojik
molekiillerin rahat¢ca girebilecegi genis gozenekler igerecek sekilde ve uygun
boyut dagilimina sahip olarak diisiik islem maliyeti ile biiylik 6lgekte liretilebilmesi
gerekmektedir. Destek materyali, kimyasal ve biyolojik olarak inert olmali,
yiksek mekanik dayanimi olmali, yilizeyinde aktivasyona ve/veya enzimin
baglanmasina olanak saglayacak fonksiyonel gruplara sahip olmalidir. Bunun
yaninda, hidrofilik ve nétral yapr sergilemesi, sicaklia karsi dayaniklilik
goOstermesi, kimyasal ve biyolojik reaksiyonlarla kars1 direncgli olmasi, aktivasyona
veya ligand baglamak i¢in tiirevlendirilmeye olanak saglamasi ve rejenerasyon
esnasinda eliientlere karst dayanikli olmalisi beklenmektedir. Ayrica, destek
materyali ylizeyindeki yiiklii veya hidrofobik gruplar ile enzim arasinda meydana
gelebilecek non-spesifik iliskilerin  miimkiin oldugunca diisiik olmas1 da
beklenmektedir.

Immobilizasyon sisteminde kullanilacak polimerik destek materyalleri, gesitli
kompozisyonlarda kolayca iiretilebilirler ve yapiya istenilen fonksiyonel gruplar dahil
edilerek biyomolekiillerin immobilizasyonu i¢in modifiye edilebilirler. Akrilat ve
akrilik asit kokenli polimerler uzun Omiirlii sentetik polimerlerdir. Calismamizda
kullandigimiz bu grupta yer alan metilmetakrilat monomerinden sentezlenen
poli(metilmetakrilat), p(MMA), biyouyumlu sentetik bir polimer olmasindan dolay1
biyomedikal ve biyoteknolojik alanda ¢ok sayida uygulama alan1 bulmaktadir. Ayrica,
akrilik ve metakrilik kokenli polimerler yapay damar, kontak lens, ila¢ salinim
sistemleri gibi uygulama alanlarina sahiptir. Bu tiir materyallerin uzun siireli biyolojik

uyumlulugu ve fonksiyonelligi canli dokulardaki in vivo etkilesimleri ile kontrol
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edilmektedir. Bu materyal mekanik olarak giiclii olmasindan dolayi, enzim
immobilizasyonu ve protein saflagtirilmasinda da yaygin olarak kullanilmaktadir.
Metakrilik asit iyonize olabilen bir monomer olarak bilinir ve bu nedenden dolay1
polimeri pH’a kars1t duyarlhidir. Calismamizda kullandigimiz diger epoksi grubu
tastyan glisidil metakrilatin (GMA) komonomerinin kullanildig1 akrilat kopolimerler,
enzim immobilizasyonunda, tasiyic1 materyaller ailesi olarak, 6zellikle ¢ok yonliidiir,
cok cesitli 6zelliklerde hazirlanabilir. Epoksi grubu tasiyan destek materyalleri, enzim
ve proteinlerin laboratuar ve endiistriyel 6lgekte immobilizasyonu igin elveriglidir.
Aktivasyon islemine olanak taniyan bu materyaller, depolama esnasinda ve ¢ozelti
ortaminda kararlidir ve farkli protein gruplari ile (amino, tiyol, fenolik tiirler) kararl
O-C ve N-C kovalent baglar1 olustururlar. Bu 6zelliklerinden dolay1, kiire formunda
hazirlanan epoksi grubu tasiyan destek materyalleri yiiksek mekanik kararliliga sahip
olmalar1 nedeni ile 1.0-12.0 gibi genis pH araliginda biyomedikal ve biyoteknoloji
alanindaki cesitli uygulamalarda etkili ve giivenli olarak kullanilmaktadir (6162 By
dogrultuda tez kapsamindaki ¢aligmalarimizda, akrilik kopolimer metil metakrilat,
(MMA), ve glisidil metakrilat, (GMA), komonomerlerinden sentezlenerek ve

manyetik 0zellik kazandirilarak katalaz enziminin immobilizasyonunda kullanilmak

lizere immobilizasyon destek materyali olarak hazirlandi.
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3.1. Destek Materyalinin Karakterizasyonu

Vakum etiiviinde kurutulan manyetik poli(GMA-MMA) destek materyalinin
boy ve boyut dagilimi belirlendi. 53-300 pm arasinda farkli fraksiyonlarda
polimerizasyon verimi % 87 olarak hesaplandi. 75-150 um boy ve boyut dagilimina
sahip fraksiyon enzim immobilizasyonu c¢alismalarinda kullanildi. Magnetik
mikrokiirelerinin spesifik yiizey alam1 22.83 m?%g kiire olarak bulundu. Manyetik
kiirelerin erisilebilir epoksi grubu igerigi 1.06 mmol/g olarak belirlendi. Bu degerin,
epoksi gruplarinin bir kismmin manyetik kiirelerin i¢ tarafinda kalmasi nedeni ile
analitik tayinler i¢in ulasilabilir olamamasi sonucunda, teorik olarak hesaplanan
degerden daha diisiik oldugu belirlendi (2.59 mmol/g). Titrayon yontemi ile belirlenen
amino grubu igerigi 1.84 mmol/g kiire olarak belirlendi. Protein ve enzim
ayrigtirllmasi ve/veya saflagtirilmasi ¢aligsmalarinda, afinite materyalin dolgulu kolon
sistemlerinde kullanimi diisiiniildiigiinde denge su igerigi oldukca dnemlidir. Magnetik
kiirelerinin denge sisme orani 1.27, yogunlugu ise 1.41 g/cm3 olarak belirlendi.
Biyoteknolojik uygulamalarda 6nemli olan bu sisme orani degerinin, kullandigimiz
destek materyalinin de farkli enzim uygulamalar1 i¢in uygun ve yeterli oldugu

goriildii.

Manyetik poli(GMA-MMA)’nin FTIR spektrumunda, ~1730 cm™*deki titresim
her iki monomerin ester konfigiirasyonunu ifade etmektedir (Sekil 3.1) sunar.
Polimerizasyonun ilk asamasinda elde edilen poli(GMA-MMA) kiirelerine ait 908 cm”
"de (epoksi halkas: titresimleri) gdzlenen bant epoksi grubundan ileri gelmektedir
(Sekil 3.1.(a)). Poli(GMA-MMA) kiirelerinin amonolysis reaksiyonu sonucunda elde
edilen manyetik kiirelerin FTIR spektrumunda epoksi grubundan kaynaklanan 908 cm”

deki bu pikin amin gruplarina déniismesi sonucunda kayboldugu goriildii (Sekil
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3.1.(b)). ~2952 cm™’de metilen titresimi glisidilmetakrilat ve metilmetakrilatin her
ikisinin karakteristik titresimleri arasinda yer alir. Fe;O4, 600 cm’de karakteristik

banda sahiptir ve bu poli(GMA-MMA) kiirelerinin yapisi i¢inde Fe;O4 molekiillerinin

basarili bir sekilde olustugunu gostermektedir .
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Sekil 3.1. (a) poli(GMA-MMA) ve (b) manyetik poli(GMA-MMA)

mikrokiirelerin FTIR spektrumu

Poli(GMA-MMA) kiirelerinin SEM mikrografi Sekil 3.2°de wverildi.
Polimerizasyon islemi sonunda diizgiin bir yiizey yapisina sahip mikrokiirelerin
olustugu goriildii. Sentezlenen mikrokiirelerin gézenekli yapisindan dolay1 genis ic
ylizey alani sagladigi goriildii. Destek materyalinin sundugu bu yiizey o6zellikleri,

destek tizerinde diisiik diftizyonel kiitle transfer direnci ile genis i¢ yiizey alanindan
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dolay1 yiiksek kiitle transfer hiz1 da saglayacagii ve katalaz immobilizasyonu igin

genis bir ylizey alan1 saglayacagim diistindiirdii.

Sekil 3.2. Manyetik mikrokiirelerin SEM mikrografi ( ylizey goriintiisii)
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3.2. Katalazin Destek Materyaline immobilizasyonu

Calismamizda sunulan yontem, manyetik mikrokiirelerin magnetizasyonu
asamasinda ylizeyinde erisilebilir epoksi gruplarinin amin gruplarina
doniistiiriilmesini ve aktivasyon ajan1 olarak gultarikdialdehitin kullanilarak
modifiye edilmesi ve dolayis1 ile katalaz enziminin yilizeye kovalent olarak
baglanmasint igeren etkili bir tekniktir. Kiirelerin yilizeyinde modifikasyon
sonucunda olusturulan aldehit gruplarinin enzim yiizeyindeki lizin amino asit
kalintilar1 ile Schift’s baz1 olusumu reaksiyonu sonucunda enzim molekiilleri kiire

yiizeyine kovalant olarak immobilize edildi ©¥¢%¢

. Enzim immobilizasyon
kapasitesine ve verimine reaksiyon sliresinin etkisi oldugu bilinmektedir.
Manyetik kiirelere katalazin kovalent immobilizaasyonu isleminde 12 saat
inkiibasyon siireci sonunda baglanan enzim miktar1 2.76 mg/g kiire olarak
belirlendi. Yikama islem asamalarinda herhangi bir enzim sizmasi gézlenmemesi
kullanilan deney sartlar altinda uygulanan enzim baglanma isleminin tersinmez
oldugunu gosterdi.

Manyetik kiireler manyetik anizotropik 06zellikten dolayr rotasyonel ve
vibrasyonel hareket sergilemektedirler. Manyetik kiirelerle calisilan sistemlerde bu
hareketler sonucunda enzim-kiire sistemi ¢evresinde dig diflizyon kisitlamasina neden
olan iirlin tabakasinin olusumu Onlenmektedir. Sistemde manyetik alanda yapilan
degisimler ile enzim tutuklanmis manyetik kiireler vibrasyonel hareket ile ¢ozelti de
hareket etmektedir. Bu yolla, olusan f{iriin tabakasi ve substrat tabakasi yer
degistirmektedir. Boylece enzim tutuklanmis manyetik kiireler ile substrat etkilesimi

kolaylasmaktadir. Enzim immobilizasyonu isleminde kullanilan tasiyici manyetik

kiireler, manyetik 6zelligi nedeni ile disaridan manyetik alan yaratilarak kolayca
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magnetize edilebilmekte ve ayristirma i¢in gerekli siire sonunda yeniden siispanse

edilmektedirler.

3.3. Serbest ve immobilize Katalazin Kinetik Parametreleri

Enzim konsantrasyonu ve diger biitiin sartlarin sabit oldugu bir ortamda
enzimatik tepkimenin hizi, substrat konsantrasyonunun artirilmasiyla baslangigta
dogrusal bir artig gosterir; fakat substrat ilave edildik¢e hiz giderek daha az artar

ve belirli bir V__diizeyinde sabit kalir.

Biyokatalistin tutuklu oldugu durumda, K., ve V. kinetik parametreleri
serbest esleniklerine gore, substrat icin afinite degisimini ag¢iga vuran,
degisikliklere maruz kalir. Serbest ve immobilize enzimin kinetic parametreleri,
farkli substrat konsantrasyonunda, sabit sicakli ve pH degerinde K;, ve Viax
Lineweaver-Burk dogrusu c¢izilerek hesaplandi ve Cizelge 3.1°de verildi. Bir

enzim i¢in K _ (Michaelis-Menten sabiti), enzim ile verilen substratin karsilikl

etkilesimlerini karakterize eden bir parametredir ***?.

Serbest ve immbolize enzim sistemlerinde, K,, sabitleri sirasi ile 16.5 ve
19.9 mM olarak bulundu. Bu deger serbest enzim i¢in belirlenen degerden daha
yiiksektir. Maksimum hiz, V., ise katalazin immobilizasyonu ile azalmistir.
Serbest katalazin Vy,,x degeri, 236 x10° U mg'1 olarak bulunurken, immobilize
enzim eslenigi i¢in bu deger 43.8 x10° U mg™' olarak belirlendi. Beklenildigi gibi,
Kmn ve Vmax degerleri, poli(GMA-MMA) mikrokiirelerine katalaz enziminin
kovalent olarak baglanmasinda olduk¢a etkin oldugunu géstermistir. Genel olarak,
immobilize enzimin K., degeri; difiizyonal sinirlamalar, sterik etkiler ve iyonik

glicten dolay1 serbest enzimden olduk¢a farklidir. Enzimin substratina olan
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afinitesindeki degisim, immobilizasyon islemi ile enzimin yapisindaki degisimden
ve immobilize enzimin aktif bolgelerine substratin daha diisiik erisiminden
kaynaklandig: diistiniilmektedir .

Enzimin mikro cevresindeki degisim reaksiyon hizini artirirken enzimin
substratina afinitesinin diismesine neden oldugu bilinmektedir. Yiiksek K, degeri
kisa yarilanma siiresine sahip enzim-substrat kompleksinin olusumu kapsayan
diisiik afiniteyi gostermektedir. Bu kosullarda, reaksiyon iiriin olusum tarafina
veya enzim ve substrat kompleks olusum yoniine dogru ilerler. Birinci kosulda,
yiiksek tlirtin verimi yiksek V. degerini verecektir. Ikinci durumda ise diisiik
Vmax degeri elde edilecektir. Serbest ve immobilize katalazin kinetik analizi
yapildiginda, reaksiyon hizinin 5.4 kat azaldigi goriilmiistiir. Immobilizasyon
isleminde destek iizerine enzimin baglanmasi1 sirasinda molekiillerin dogru
yonlendirilmeleri gibi bir durum s6z konusu olamadigindan enzim molekiillerinin
inaktif yapilar1 sonucunda kovalent olmayan etkilesimlerin kinetik parametreleri

etkiledigi diistiniildii ©¥.

Cizelge 3.1. Serbest ve Immobilize Katalazin Kinetik Parametereleri

Vinax X 10° K Yiiklenen enzim
Enzim
(U/mg enzim) (mM) mg enzim/ g kiire
Serbest 236 16.5 -
Immobilize 43.8 19.9 2.76
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3.4. Enzimi Katalitik Aktivitesi Uzerine Sicakhigin Etkisi

Immobilizasyondan sonra enzimin aktivitesi, optimum pH ve sicaklig,
substrata olan ilgisi ve stabilitesi degismektedir. Enzimatik reaksiyonun hizinin
maksimum oldugu sicaklik derecesine optimum sicaklik denir. Cogu enzimler i¢in

optimal sicaklik, ilgili enzimin bulundugu hiicre ortaminin sicakliginda veya onun

(4]
biraz lizerinde olmak iizere 40-60 C arasindadir. Enzimatik reaksiyonlarin hizi,

sicaklik degismelerinden Onemli derecede etkilenir. Sicaklik artigiyla enzimatik
reaksiyonun hizindaki artig, sicaklik belli bir degere ylikselinceye kadar devam eder;
daha yiiksek sicakliklarda enzim denatiire olarak aktivitesini kaybeder ve reaksiyon
hiz1 azalir. Genellikle enzimin aktivitesi ve substrata ilgisi immobilizasyondan
olumsuz etkilenirken, uygun deger sicakligin ve enzimin kararliligimi olumlu
etkilendigi ¢ok sayida arastirici tarafindan rapor edilmistir ',

Serbest ve immobilize katalazin aktivitesi tizerine sicakligin etkisi Sekil
3.3’de gosterildi. 15-55 °C sicaklik arahiginda elde edilen aktiviteler, maksimum
aktivitenin bir yiizdesi olarak ifade edildi. Serbest enzimin aktivitesi 30-40°C
araliginda artarken daha ytiksek sicakliklarda aktifligi azaldigi i¢cin daha hizh
distiigli ¢ok sayida arastirici tarafindan rapor edilmistir. Tutuklu katalaz icin
maksimum aktivite 35 °C’de elde edildi. Immobilize enzimin optimum
sicakligindaki artig, artan termal kararliliginin bir sonucu olarak degerlendirildi.
Enzimlerin immobilize edilmelerindeki temel hedeflerden biri, bu islem siireci
sonunda, molekiillerin siirli konformasyonel hareketliliginden dolayi, ¢esitli
deaktive edici kuvvetlere karsi kararliliginda beklenen artistir. Tez calismasi

kapsaminda elde ettigimiz sonu¢ bu hedefi biiylik Ol¢lide karsilamaktadir.

Optimum sicakliktaki artisa, enzimin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin degismesi
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neden oldugu diisiiniildii. Immobilize katalaz1 amino gruplar1 vasitasiyla kovalent
bag olusturmasi sonucu enzimin konformasyonel esnekligini azaldigi ve enzim
molekiiliin substratina baglanmak i¢in uygun konformasyonuna sahip olma
olasiliginin azalmasi sonucu, daha yiiksek bir aktivasyon enerjisi gereksinimi ile
sonuglandig1 diisliniildii. Enzim tutuklanmasinin ana nedenlerinde bir digeri de,
tutuklamay1 takiben, enzim molekiillerin sinirli konformasyonel hareketliliginden
dolay1, gesitli deaktive edici kuvvetlere kars1 kararliliginda olusmasina beklenen

artiglardir ©9.
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Sekil 3.3. Serbest ve immobilize katalaz enzim esleniklerinin aktivitesine

sicakligin etkisi
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3.5. Serbest ve Tutuklu Katalaz Aktivitesi Uzerine pH nmin Etkisi

Sicaklik, pH ya da iyonik ortamdaki bir degisiklik proteinlerin
denatiirasyona neden olmaktadir. pH degisimine karsi olduk¢a duyarli olan
enzimler, genellikle ¢ok fazla asidik ve alkalik ortamda etkisizdirler. Serbest ve
immobilize katalaz aktiviteleri iizerine orta pH’min etkisi arastirildi ve Sekil

3.4°de verildi.

120 ~
—0— gserbest
—8— Immbobilze
g 80 -
QL
Z
=
40 -
0 I I I 1
2 4 6 8 10
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Sekil 3.4. Serbest ve immobilize katalaz enzim esleniklerinin pH profilleri

Serbest ve immobilize enzimin en yiiksek aktivite degerinin gozlendigi
optimum pH degeri sirast ile 6.5 ve 7.0 olarak belirlendi. Serbest enzime i¢in pH’a
bagimli aktivite profilinin immobilize katalaz enzimi ile kiyasla daha genis oldugu
goriildii. Bu sonug bize kovalent baglanma ile katalaz enziminin immobilizasyon

sonucu enzimin ortam pH’1na kars1 kararliliginin artiginin bir gostergesi oldugunu
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diisiindiirdii. Yapilan c¢alismalarda, pH profilinde genislemenin enzim ve
polimerik destek materyali arasindaki ikincil etkilesimlerden (iyonik ve polar

etkilesimler, hidrojen bag1) kaynaklanma ihtimali oldugu rapor edilmistir >+

3.6. Isisal Kararhhk

Immobilize bir enzimin 1s1sal kararliligi, onun uygulanmasimin en dnemli
kriterlerinden biridir. Genelde, immobilize enzimin aktivitesi 6zellikle kovalent
baglh bir sistemde sicaklia ve denatiire edici ajanlara karsi, ¢Oziiniir haldeki
esleniginden daha direnclidir.

Isisal kararlilik deneyleri, ¢esitli sicakliklarda inkiibe edilen serbest ve
immobilize enzim ile gergeklestirildi. Sekil 3.5°da serbest ve immobilize katalaz
icin 60 ve 70 °C sicakliklarindaki 1s1 inaktivasyon grafikleri gosterildi. Immobilize
katalaz 60°C’de baslangi¢ aktivitesinin nerdeyse tamamini korurken serbest enzim
90 dakika inkiibasyon periyodundan sonra baslangic aktivitesinin %8 ini
korudugu belirlendi. Serbest enzimin 70°C’de sirasiyla 30 dakika islemden sonra
baslangi¢c aktivitesini kaybettigi belirlendi. Serbest ve immobilize enzim
orneklerinin 70 °C islem sicakliginda, 180 dakika inkiibasyon periyodundan sonra
baslangi¢ aktivitelerinin sirasi ile %79 ve %28’ini korudugu belirlendi.

Serbest enzim 70 °C’de 15 dakika i¢inde hizla denatiire olurken,
immobilize enzimde gbézlenen serbest enzime kiyasla daha yavas denatiirasyonun,
katalazin manyetik kiirelere ¢ok noktadan baglandigini ve immobilize enzimin

konformasyonel yapinin kararl kaldiginin bir géstergesi olarak degerlendirildi .
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Sekil 3.5. Serbest ve immobilize katalaz enziminin 1s1sal kararlilig

3.7. immobilize Katalazin Tekrar Kullanimi

Destek materyallere tutuklanmis enzim sisteminin islemsel kararliligt
onemlidir ve artan kararlilikta immobilize enzimler serbest esleniklerine gore
iistiin avantajlara sahiptir. Destek materyaline immobilize katalazin islemsel
kararliligi, 11 kez tekrarlanan kesikli sistemde incelendi ve aktivitesinde 6nemli
bir kayip olmaksizin kararliligini siirdiirdiigii gorildii (Sekil 3.6). Yiiksek islemsel
kararlilik uygulamada isletim maliyetinin 6nemli Olgiide azalmasina neden

olacagindan 6nemli bir parametre oldugu goz ardi edilmemelidir.
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Sekil 3.6. Immobilize katalazin tekrar kullanimdan sonra kararlilig

3.8. Depolama Kararhhg:

Enzim immobilizasyonununda, dikkate alinmas1 gereken bir diger onemli
parametrelere depolama kararliligidir. Serbest ve immobilize katalazin kararliligi
77 giin bir siire i¢in 4°C’de fosfat tamponunda(50 mM, pH 7.0) depolandiktan
sonra belirlendi. Ayni depolama sartlar1 altinda, immobilize katalazin gdstermis
oldugu aktivitenin, serbest katalaza gore daha yavas azaldigi belirlendi (Sekil 3.7).
Serbest katalaz 3 hafta i¢inde aktivitesinin tamamini kaybetti. Immobilize enzim
ise yaklasik olarak {li¢ aylik depolama periyodu sirasinda baslangi¢ aktivitesinin
yaklasik korudugu belirlendi. Kovalent immobilizasyon teknigi ile katalazin
manyetik kiirelere immobilizasyonu islemi, serbest eslenigine kiyasla, kararl
konumda kalmasina neden olmustur. Hidrofobik grup tasiyan hidrofilik destek,

(66)

stabilizasyon etkisine katki saglayacagi da soylenebilir Ayrica, yapilan

aragtirmalarda, immobilizasyon isleminin sulu ortamdan etkilenen immobilize
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enzimin aktif bélgesinin muhtemel distorsiyon etkisini minimize edecegi de ifade

edilmektedir ©"%¥.
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Sekil 3.7. Serbest ve immobilize katalaz enzim esleniklerinin depolama kararlilig:

(4°C’de)

3.9. Enzim Reaktorii Verimliligi

Bir enzimin ekonomik kullanimi, istenen {iriiniin toptan tiretimi anlaminda,
enzim reaksiyonunun siirekli olmasi durumunda Onemlidir. Sirekli enzim
reaksiyonlarindaki problemlerden biri, destege tutuklanan enzimin islemsel
kararliligidir. Poli(GMA-MMA) manyetik kiirelerine kovalent baglanma teknigi
ile immobilize edilen katalazin islemsel kararliligi, siirekli sistemde 64 saat siiresi
boyunca izlendi. Baslangigtaki 64 saatlik siirekli islem sirasinda, tutuklu katalaz,

baslangigtaki aktivitesinin tamamini korudu. Bu siireden sonra, zamanla, enzim
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aktivitesinde kii¢iik bir azalma gozlendi. 120 saat sonra, tutuklu enzim, baslangic
aktivitesinin yaklasik % 7.5’ini kaybetti.

Sekil 3.8, immobilize katalaz tarafindan, hidrojen peroksitin su ve oksijen
molekiiliine parcalanmasi reaksiyon temas siiresinin etkisini goOstermektedir.
Temas siiresi artmasi ile H,O, bozulmasinin verimliliginin de arttig1 goriildii. Bu
reaksiyon hizi, dogrusal degildir ve temas siiresinin artmasi ile daha yiiksek
derecede H,O, bozulmasinin ile sonuglanmaz. Bu ya reaksiyon ortamindaki
substratin tiiketilmesinden yada mikrokiirelerin goézenekli yiizeyden diflizyon
sinirlanmasiyla en diisiik substrat konsantrasyonunda, enzim aktivitesiyle

muhtemel karisimdan kaynaklanabilir.
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J
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Sekil 3.8. Immobilize katalazin siirekli sistem uygulamasi
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4. SONUC

Enzim teknolojisinin giderek gelismesi, {irtinlerin kullanim alanlarmin
cesitliligi ve ekonomik degerinin ¢ok yliksek olmasi nedeniyle, biyoteknolojinin
endiistriyel enzimlerle ilgili alaninda yapilan ¢esitli arastirmalar, gliniimiizde daha ¢ok
hiz kazanmis durumdadir. Hangi tlir kaynaktan olursa olsun enzimlerin biyolojik
ortamdan saflastirilmasi oldukc¢a zaman alic1 ve yiiksek maliyetlidir. Katalizor olarak
kullanilan bu enzimlerin reaksiyon ortamindaki iiriinlerden ayrilmasinin zorlugu,
saflagtirma isleminin masrafli olmasi bu enzimlere dezavantaj kazandirmaktadir.
Enzim saflagtirilmasi asamasinda kullanilan kimyasallarin enzim {izerinde inhibitor
etkisi goOstermesi ve buna bagli olarak enzim yapisinin bozulmasi durumunun
olusturdugu dezavantaj farkli teknikler uygulanarak ¢oziimlenmeye calisilmistir. Bu
teknikler arasinda enzim immobilizasyonu basari1 ile uygulanabilmis bir yontemdir. Bu
nedenle, endiistriyel oneme sahip bir¢ok enzim immobilizasyon islemi ile islemsel
olarak avantajli hale doniistiiriilerek c¢esitli endiistriyel uygulamalarda basar1 ile
kullanilabilmistir.

Aragtirmacilarin dikkatini enzim immobilizasyonu iizerinde yogun caligmalara
yonlendiren bir diger etken endiistriyel uygulamalarin ¢ogunun sulu ¢dzeltilerde
gergeklestirilmesinden dolayi, katalizor olarak kullanilan serbest enzimin aktivitesini
yitirmeden geri kazanilmasimin olanak dis1 olmasi olmustur. Bu dogrultuda, farkl
geometrilere sahip olan dogal ve/veya sentetik kokenli destek materyalleri enzimlerin

immobilizasyonunda kullanilmak iizere tasarlanmis ve hazirlanmugtir !1-63%),
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Katalaz enzimi, gida endiistrisinde soguk pastorizasyon sonrasi besin
irtinlerinden hidrojen peroksit uzaklastirilmasinda kullanilmaktadir. Ayrica
analitiksel islemlerde hidrojen peroksit yada glikoz biyosensor sistemlerinin bir
bilesenidir. Hem grubu igeren katalaz hidrojen peroksidi yikarak diger biitiin
makromolekiilleri peroksitlerin yikici etkisinden korumaktadir. Dort alt iiniteye
sahip olan katalaz, her bir iinitede prostetik grup olarak ferriporphyrin igerir. Bir
protein yiizeyindeki elektron verici gruplarin sikligi ve lokalizasyonu, ligand
olarak kullanilan metalin afinitesini belirlemektedir.Katalaz yiizeyinde bulunan

histidin aminoasit gruplar1 metal iyonlari ile etkilesimde en biiyiik role sahiptir(“’5 )

Reaktif epoksi grubu iceren tasiyici destekleri, laboratuar ve endiistriyel
Olgekteki enzimlerin, kolayca kovalent tutuklanmalar1 icin, ideal kabul edilebilir.
Bu modifiye edilebilen destek materyalleri, depolama sirasinda ve nétral sulu
ortamda silispanse edildiginde oldukc¢a kararlidir ve ¢ok kararli kovalent baglar
olusturabilirler ©:69)

Destegin fiziksel yapisi ve kimyasal kompozisyonu, tutuklanan enzimlerin
mikrocevrelerini ve bunun sonucunda da biyolojik 6zelliklerini etkileyebilir 7.
Biiylik substrat molekiillerinin enzimatik degredasyonununda kullanilmasi igin,
enzimler, polimerik destekler iizerine kovalent olarak tutuklanmalari tercih edilir.
Mikrokiire yiizeylere enzimlerin tutuklanmasi ve siirekli sistemlerde kullanilmasi
hedef molekiillerle yiiksek aktivite sergilemesinin yaninda, yiiksek islemsel kararlilik
saglar ve islem zamanini da 6nemli Sl¢iide kisaltmis olur (59:60)

Santrifiijleme, c¢Oktiirme, karistirma veya yiiksek basing uygulamalari

biyokimyasal islemlerde 6zellikle immobilizasyon sistemlerinde ve ayristirma ve/veya

saflastirma islemlerinde siklikla kullanilan ve genellikle kimyasal islem sirasinda yer
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alan biyomolekiillerin yapilarinin bozulmasina veya aktivitelerinin kaybolmasina
neden olan baslica etmenler olarak sayilabilirler. Son yillarda iizerinde yogun
arastirmalar yapilan manyetik tasiyici teknolojisi bu olumsuzluklarin asilmasi i¢in
Oonemli bir alternatif olarak degerlendirilmektedir.

Bu calismada, reaktif poli(GMA-MMA) mikrokiireleri silispansiyon
polimerizasyonu teknigi ile hazirlandi. Destek materyalinin hazirlanmasi;
literatiirde yer alan kiirelere manyetik 6zellik kazandirma amaci ile manyetik
demiroksit partikiillerin polimerizasyon sirasinda monomer karigimini igeren
ortama eklenmesi yerine, 6ncelikli olarak demir i¢eren poli(GMA-MMA) kiireleri,
Fe" iyonlar1 varhginda sentezlenerek bir sonraki asamada demir oksit kristali
olusumu icin Fe™ iyonlar1 iceren NHj3-H,O sulu ¢ozeltisinde klasik termal
¢oktiirme reaksiyonunu kapsamaktadir. Hazirlanan manyetik mikrokiireler
glutaraldehit ile aktive edilerek katalaz enziminin tutuklanmasi i¢in destek
materyali olarak kullanildi.

Serbest ve immobilize katalazin aktivite tayini, enzim aktivitesi sonucu
hidrojen peroksitin pargalanmasini dogrudan olgiilerek gerceklestirildi. Serbest ve
immobilize enzimin en yiiksek aktivite degerinin goézlendigi optimum pH
degerleri 6.5 ve 7.0 olarak ve optimum sicaklik degerleri ise 30-40°C ve 35 °C
olarak belirlendi.

Immobilize enzim islem sirasinda aktivitesini yitirmeden kararliligini
korumalidir. Bir enzim denatiire edilir veya alt iinitelerine ayristirilirsa katalitik
aktivitesi genellikle kaybolur; bir enzim amino asit komponentlerine yikilirsa
katalitik aktivitesi daima harap olur. Enzim proteinlerinin primer, sekonder,

tersiyer ve kuarterner yapilari, katalitik aktiviteleri i¢in esastir.
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Enzim reaktorleri ve biyosensorlerin yapiminda, tutuklamanin bir sonucu
gibi goriinen, izlenebilen kinetik parametrelerdeki degisiklikler ¢ok Onemlidir.
Lineweaver-Burk grafiginden hesaplanan serbest katalaz i¢in goriinen Michaelis
sabitleri K, ve Vnax, sirastyla 16.5 mM ve 236 x 10°U mg'1 enzim olarak bulundu
ve immobilize enzimin kinetik sabitleri kesikli sistemde tayin edildi. Manyetik
kiireler iizerine kovalent olarak baglanan katalaz i¢in goriilebilir K;,, degeri 19.9
mM olarak bulundu. Immobilize enzimin V.« degeri ise 43.8 x 10°U mg'1 enzim
olarak degerlendirildi. Beklenildigi gibi, glutaraldehit ile aktive edilen kiireler
iizerine enzim immobilizasyonu isleminden sonra K, ve V. degerleri 6nemli
oranda degisiklik gosterdi.

Immobilize katalaz, serbest esleniginden daha yiiksek derecede sicakliga
kars1 kararlilik gosterdigi belirlendi. Immobilize enzim, enzim reaktoriinde, 120
saatlik siirekli islem sirasinda, %7.5’likk baslangic aktivitesinin kayba ile, hidrojen

peroksitin enzim aktivitesi sonucu su ve oksijene parcalanmasi i¢in kullanildi.
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Bu uygulama sonucunda elde edilen verilerden; (1) Hazirlanan destek
materyalinin istenen Ozelliklere sahip oldugu ve biyoaktif makromolekiil
tutuklanmasinda kullanilabilecegi goriilmiistiir; (2) Polimerizasyon protokolii
sirasinda erisilebilir epoksi gruplarinin amonyak varliginda birlikte 1sisal ¢okelim
reaksiyonu sonucunda amin gruplarina doniismesi nedeni ile dogrudan
glutaraldehit ile modifiye edilebilmesi aktivasyon Oncesi bir adima olan
gereksinimi engellemistir; (3) destek materyalinin mikrokiire geometrisine sahip
olarak hazirlanmasi sonucunda elde edilen genis yilizey alani immobilizasyon
verimini arttirmistir; (4) immobilize katalaz ile yiiksek bir islemsel kararlilik elde
edilmistir; (5) literatiirde immobilize katatlaz icin belirlenen degerlerden daha
yiiksek aktivite degeri goézlenmistir; (6) Enzimlerin manyetik temelli desteklere
tutuklanmasi, diger geleneksel metotlara kiyasla, enzim molekiliinii isletim
kosullar1 altinda daha az bir mekanik gerilime maruz birakma konusunda bir
dstiinlilk saglamistir; (7) Enzimlerin manyetik temelli desteklere tutuklanmasi
isletim kolaylig1 saglamistir ve (8) enzim elektrodu ya da enzim reaktoriinlin bir
kism gibi gesitli biyoteknolojik uygulamalar i¢in iyi bir mekanik kararliliga sahip

oldugu belirlenmistir.
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Sonug olarak, katalaz manyetik destege immobilize edilerek kullanildiginda
reaksiyon siiresi, reaktor hacmi ve sayis1 azalacak ve enzim defalarca
kullanilabileceginden iiretim harcamalari minimuma inecektir. Katalazin manyetik
temelli kiirelere immobilize edilmesi kolay ve ekonomik olmasidir. Ayrica, manyetik
alan kullanarak reaksiyon ortamindan kolayca uzaklastirilabilmeleri ve akiskan yatakl
reaktorlerde stabilize edilerek kullanilabilir olmalar1 nedeni ile de biyoproseslerde
hazirladigimiz manyetik partikiillerin kullanmasi 6nemli bir avantaj saglamaktadir. Bu
yolla hazirlamis oldugumuz katalaz immobilize manyetik kiirelerden olusan

biyoseparetor ile siirekli sistem igletimi basariyla uygulanabilmistir.
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