1. GIRIS
Hilcre icerisinde meydana gelen binlerce tepkimenin hizini ve
Ozgulligunu duzenleyen enzimler, protein yapida olup ve dogal olarak
yalniz canlilar tarafindan sentezlenirler ve ¢ok defa hicre disinda da

etkinliklerini korurlar.

Biyoteknolojik yontemlerle Uretilen Urunler Glkemizdeki dnemli bir
pazar alanlarindan birisini olusturmakta ve milyar dolarlar seviyesinde
islem hacmini sahip olan enzimler de bu pay igerisinde yer almaktadir.
Cok sayida endustriyel, analitik ve klinik igslemlerde serbest enzimler substrat
cozeltisi ile karistirihr ve Urln elde edildikten sonra ekonomik olarak geri
kazanilamazlar. Enzim saflagtirma islemlerinin zor kosullar altinda olmasi ve
yuksek maliyet gerektirmesinin yaninda sadece bir kere kullanilabilmeleri,
genellikle ilag ve gida endustrisinde biyokatalizor olarak veya kimyasal
analizlerde spesifik olarak kullanilan enzimler i¢cin 6nemli dezavantajlar
olusturmaktadir. Bu nedenle, enzimlerin farkli immobilizasyon yontemleri ile
immobilize edilerek kararliliklarinin artirlmasi, tekrar kullanima olanak
tanimasi ile Uretim maliyetinin dusmesinin yani sira enzimatik proseslerin
surekli olarak da yapilabilmeleri bu yontemin sundugu Onemli avantajlar

arasinda yer almaktadir.

Enzimlerin immobilizasyonu biyoteknoloji ve ilag sektorindeki
alanlarda olduk¢a yaygin olarak kullaniimaktadir. Son vyillarda, cesitli
polimerizasyon teknikleri kullanilarak farkli geometrilere sahip polimerik
yapilar enzim immobilizasyon destek materyali olarak kullaniimak Uzere

sentezlenmektedir. Enzimlerin buyuk bir kismi, uygun destek materyalleri



Uzerine, ¢ok yuksek aktivite saglayarak basarili bir gsekilde
tutuklanabilmektedir. Bu tutuklanmis Urdnler, enzim reaktorlerinin, ve
biyosensodrlerin tasariminda ayrica, yapay organlarin yapiminda da
kullanilmaktadir. Tutuklu enzimlerin temel buyuk d&lgekli uygulama
alanlari, gida (tutuklu glikoz isomeraz kullanilarak yiuksek fruktoz surubu
Uretimi) ve eczacilik endustrisidir (tutuklu penisilin amidaz kullanarak 6-
aminopenisilanik asit Gretimi)"?. Tutuklu enzim bazli biyosensorler,
fermantasyon endustrileri, gevresel izleme ve klinik teshiste analiz igin
genis bir kullanim alanina sahiptir®®. Glikoz ve sukroz igin biyosensorler,
gida ve fermantasyon oOrnedi analizi igin kullaniimaktadir*®. Yapay
organlarin yapimini igceren diger potansiyel alanda, tutuklu Ureaz, ekstra
bedensel detoksifikasyon igin kandan Urenin uzaklastiriimasinda yapay

bobrek aygitinda kullaniimaktadir®.

Cok sayida enzimin kararsiz olmasindan dolayr endustriyel
uygulamalarn da sinirh olmaktadir. Bu dogrultuda, biyoteknoloji
uygulamalarindaki enzim ¢alismalarinda kovalent baglanma, absorpsiyon
veya fiziksel tutuklama gibi ¢ok sayida immobilizasyon yontemi
geligtirilmistir. Tutuklama teknikleri arasinda, adsorpsiyon, igslemin basit ve
ucuz olmasi, yuksek katalitik aktivite saglamasi ve en onemlisi tutuklu
enzimin inaktivasyonundan sonra, destek materyalinin tekrar tekrar
kullanilabilmesi gibi nedenlerden dolayi diger metotlara kiyasla daha
yuksek bir ticari potansiyele sahip oldugu gorulmektedir. Bununla birlikte
adsorpsiyon da enzim ile destek arasinda olusturulan bagin genellikle gok

gucli olmamasi ve adsorbe olan enzimlerin bir kisminin yikama ve islem



sirasinda desorbe olmasi bu teknigin ©6nemli bir dezavantajini
olusturmaktadir. Yapilan galigmalarda kovalent baglanma yoluyla enzim
tutuklanmasinin, cesitli cevresel sartlara, sicaklik, denaturantlar ve
organik c¢ozuculere karsi yuksek direng kazandirdigi gosterilmistir. Bu
gelismelerin kapsami, enzimin dogasi, destek materyalinin tipi ve

tutuklama yontemi gibi sistemin diger kosullarina bagli olabilmektedir ),

Epoksi grubu tasiyan destek materyalleri, laboratuvar
uygulamalarinda ve genis Olgekli kullanimlarda enzimin ¢ok kolay
tutuklanmasina izin veren ideal malzemelerdir. Bu destek materyalleri
depolama suresince kararlidir. Epoksi grubu tasiyan destek materyalleri,
ihmli deney kosullari (pH= 7.0) altinda farkh protein gruplar ile (amino,
tiyol, fenolik) ¢ok kararli kovalent bag olusturabilmeleri nedeni ile enzim

teknolojisi uygulamalarinda énemli kullanim alanina sahiptirler®.

Manyetik ayirma temeline dayanan teknolojiler, buglnin biyomateryal
ve biyoteknoloji laboratuvarlarinin vazgegilmez bir bolimU haline gelmis
bulunmaktadir. Son on vyil igerisinde, enzim immobilizasyon teknigi
uygulamalarinda manyetik 6zellige sahip destek materyallerinin kullanildigi
manyetik ayirma teknigi, enzim saflastirimasi ve immobilizasyonu
uygulamalarinda geleneksel yontemlerle kiyasla sundugu cesitli Gstlnlukler
nedeni ile arastiricilarin konu Uzerine ilgisi artmistir "%, Manyetik tasiyicilar,
laboratuvarda hazirlanabilir ya da ticari olarak temin edilebilir. Manyetik
ayirma teknolojisinin hizli ve kolay bir teknik olmasi, hedef molekuli ¢ok
daha az mekanik gerilime maruz birakmasi konusunda 6énemli bir Ustunlik

saglamasi enzim immobilizasyon uygulamalarinda hedeflenen basarinin



saglanmasinda temel ilkeleri olusturmaktadir. Bu yeni kombine ydntemle
pahali saflastirma sistemlerine, santrifljlere, filirelere ya da diger
ekipmanlara gerek olmamasi, otomasyona ve mikro-dlgek gerektiren
islemlere daha kolay olarak adapte edilmeleri bu teknolojinin sundugu diger
avantajlari olusturmaktadir. Magnetik destek malzemelerinin hazirlama
yontemine bagl olarak partiklller dis manyetik alana karsilik olarak, super
paramagnetik gibi davranirlar, fakat manyetik alanin uzaklastiriimasi sonucu
hemen sistem icerisine yeniden suspansiye olmalari buylk avantaj
saglamaktadir ve manyetik alan yoklugunda kendi aralarinda etkilegim
olmamaktadir'?),

invertaz, sukrozu glikoz ve fruktoza dénlistirmeyi spesifik olarak
hidroliz eden etkin bir enzimdir. Hidrolize edilmis sekerin kullanim alanlari,
sukroza goére mukayese edildiginde daha az kristalize olmasindan dolayi
yapay bal, pasta, regel ve bira endustrisinde daha fazla kullanim alani
bulmaktadir. Ayrica, invertazdan elde edilen invert seker karigimi, asit
hidrolizi ile elde edilen renkli Grin karsitlarina gére, renksiz oldugu igin
onemli bir Gstlnlik sunmaktadir™', Sunulan calismanin temel hedefi,
suspansiyon polimerizasyon yontemi ile immobilizasyon destek materyali
olarak magnetik mikrokureler hazirlamak ve bu magnetik mikrokirelerin
yuzeyine model olarak segilen invertaz enziminin immobilizasyonu ve
optimum sistem parametrelerin belirlenmesidir. Bu amag dogrultusunda, yeni
magnetik poli(glisidilmetakrilat-ko-metilmetakrilat), poli(GMA-ko-MMA),
mikroklreleri sUspansiyon polimerizasyon yontemi ile sentezlendi. Kati
destek materyali olarak hazirlanan bu magnetik poli(GMA-ko-MMA)

mikroklrelerinin  ylzey modifikasyonunda glutaraldehit aktivasyon ajani



olarak kullanildi. Aktive edilen magnetik mikroklrelerin ylzeyine, endustriyel
bir enzim olan invertaz enzimi kovalent baglama yoéntemi ile immobilize
edildi. Enzim immobilizasyonu tekniginde destek materyali olarak kullaniimak
Uzere sentezlenen yeni manyetik mikrokurelerin yuzey alani dlgimu, sisme
testi, FTIR spektrumu, manyetik 6zelliklerinin tanimlamak igcin Mdssbauer
spektroskopisi ve ESR spektrumu alindi ve ylzey o6zellikleri taramali
elektron mikroskopisi (SEM) ile karakterize edildi. immobilize enzimin
aktifligine etki eden sicaklik, pH, depolama kararhligi gibi parametrelerin

etkisi kesikli sistemde incelendi ve kinetik sabitleri tayin edildi.

1.1. Enzimler

Enzimler, protein yapisinda olup, suda ¢6zinen ve Kkimyasal
reaksiyonlarda buyuk bir 6zglnlige sahip olan spesifik katalizorlerdir.
Enzimler endUstriyel amaglar i¢in buyuk miktarlarda Uretilmektedir. Tim
enzimlerin medikal ve endistriyel bir dnemi vardir. Ulkemizde enzimlerin
kullanim alanlarini asagidaki gibi siralamak mimkundur.

+  Tekstil enzimleri, Ozellikle taslama ve hasil sOkmek amaciyla
kullanilmaktadir. Amilaz enzimi, kumasa zarar vermeden
kumastaki nisastayi pargcalamak amaci ile kullanilmaktadir. Ayrica
bu islem sonucunda ortaya ¢ikan atik sular, enzimin ¢evreye zarar
vermemesi nedeni ile gevreye daha uyumludur.

e Sarabin fermente edilmesinde, ekmegin mayalanmasinda, peynir
olusumunda cesitli enzimler gorev almaktadir.

+  Temizlik enzimleri, deterjan endustrisinde leke ¢ikarici amaci ile

kullanilmaktadir.



+ Deri sektorunde, 6zellikle derilerden kil ve yaglarin ayrilmasinda da
enzimler kullaniimaktadir.
+  Yuksek saflikta ve daha ince Uretim gerektiren enzimler kozmetik

ve tip alaninda kullaniimaktadir.

1.2. Enzim Tutuklamasi

Biyokatalizorler olarak da adlandirilan enzimlerin tip alaninda,
farmasotik kimya alaninda ve biyoteknolojide gesitli amaclarla kullaniimaya
baslanmasi, bu katalizorlerin daha ekonomik ve kullanigli hale getiriime
olanaklarinin aragtirimasini ortaya c¢ikarmigtir. Biyokatalizorlere birgok
avantaj saglayan, immobilizasyon yontemi kullaniimaya baslanmistir.
immobilizasyon terimi, kelime olarak hareketi sinirlandirilan, duraganlastirilan
anlaminda kullanilir. immobilize edilmis enzimlerin de gergekten hareketleri
sinirlandiriimis olmaktadir. immobilizasyon teknigi, i) deaktivasyondan aktif
materyal korundugu icgin enzimin kararhligini devam ettirmesi (enzimin
katalitik etkisinin dnemli olcide kararli hale getirilmesi), ii) tekrar tekrar
kullanimi mumkuan kilmasi, iii) igletim maliyetini azaltmasi, iv) kisa iglem
suresi, v) bu kolay ayirimin enzimin geri kazanim hizini arttirmasi, vi)
uranlerin  yuksek saflikta elde edilebilmesi ve vij) surekli sistem
uygulamasinin gergeklestirilebilmesi gibi nedenlerden dolayr 6nemli
avantajlar  sunmaktadir®''®  Enzim immobilizasyonunun  6nemli
dezavantajlar ise; i) tutuklama islemi sirasinda enzim aktivitesinde
azalma yada kayip ve ii) tutuklu enzimin aktif bolgesi ve reaksiyon ortami
ara yuzeyinde, substrat yada Urunun taginmasina difuzyonel direngten

dolay! difizyonel etkilerin ortaya gikmasi olarak siralanabilir®.



Endustriyel uygulamalarin ¢gogu sulu ¢ozeltilerde gergeklestirildiginden
dolayi, katalizor olarak kullanilan serbest enzimin aktivitesini yitirmeden geri
kazanilmasi olanak disidir. Son yillarda bu tlr problemlerin ¢ézUmu igin
cesitli yontemler gelistirilmistir. Hangi tur kaynaktan olursa olsun enzimlerin
biyolojik ortamdan saflastiriimasi olduk¢a zaman alici ve yuksek maliyetlidir.
Katalizor olarak kullanilan bu enzimlerin reaksiyon ortamindaki Grinlerden
ayrilmasinin zorlugu, saflastirma isleminin masrafli olmasi bu enzimlere
dezavantaj kazandirmaktadir. Enzim saflastiriimasi asamasinda kullanilan
kimyasallarin enzim Uzerinde inhibitor etki gostermesi ve buna bagl olarak
enzim yapisinin bozulmasi da ¢ézum bekleyen problemlerden biridir. Enzim
immobilizasyonu bu yontemlerden biridir. Bu dogrultuda, enzimler
immobilizasyon islemi ile igslemsel olarak avantajli hale donusturulerek cesitli

endustriyel igslemlerde kullanilabilir'®.

immobilize enzimler kati faz reaktérlerinde (6zellikle dolgulu
kolanlarda), potansiyometrik enzim elektrotlari ve optik sensorler gibi enzim
sensorlerinin  tasariminda filmlere baglanarak kullaniimaktadir™. Ayrica
immobilize drunler, yapay organ sistemlerinin iceriginde ya da yapay
materyal ylzeyinin biyouyumluluk 6zelliginin arttirrlmasinda da kullanildiklari
bilinmektedir™®. immobilize enzimlerin kullanim alanlari Tablo 1.1de
verilmigtir.

Tablo 1.1. Cesitli immobilize Enzimler ve Uygulama Alanlari

Enzim (EC kodu) Substrat Uygulama alani

Glukoz oksidaz (1.1.3.4) Glukoz Diabet tedavisi ve gida endustrisi



Tirozinaz (1.14.18.1.) Fenol, Polifenol Besinlerde fenol bilesiklerinin tespiti

Ureaz (3.5.1.5) Ure Yapay bobrek, diyaliz

Katalaz (1.11.1.6) Hidrojen peroksit  Akatalasemi

Asparajinaz (3.5.1.1) Asparaijin Losemi tedavisinde

Heparinaz (4.2.2.7) Heparin Ekstrakorporal terapi

Glukoamilaz (3.2.1.3) Karbonhidrat Glikojen depo hastaligi tedavisinde

Enzim immobilizasyonu tekniginin kullanildigi biyosensor yada kolon
reaktorleri uygulamalarinda immobilize enzimin performansi, tutuklanacak
enzimin oOzellikleri, kullanilan destek materyalin tard ve immobilizasyon

yontemi olmak Uzere U¢ temel parametrenin etkisi altinda incelenmektedir.

1.2.1. immobilizasyon Tekniginin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi
immobilize edilecek enzimin ézelliklerini bilmek ve bu ézelliklere uygun
destek materyal tipi ve immobilizasyon yontemi belirlemek basarili bir
immobilizasyon igin gerekli sartlardan birisidir. Kullanilacak enzimin
izoelektrik noktasi, sicaklik, iyonik siddet ve pH gibi gevre kosgullarina kargi
toleransi ve Ug boyutlu yapisi gibi 6zellikler immobilizasyon islemi sonrasinda
da enzim aktivitesinin korunabilmesi igin enzim hakkinda bilinmesi gereken
énemli verilerdir. iyonik siddetteki degisimlere karsi duyarli olan bir enzim,
yuksek tuz gradiyentine sahip bir ortamda isleme tabii tutulursa
immobilizasyon veriminin ve elde edilen enzim aktivitesinin duguk olacaginin
acik bir gostergesidir. Asidik bir destek materyal ile izoelektrik noktasi 3.4-4.4

araliginda olan invertaz enziminin immobilizasyonu igleminde segilen tampon



sistemi oldukca 6nemlidir. Ornek olarak, pH 4.5 (zerinde gerceklestirilen
immobilizasyon kosullarinda invertaz enzimi negatif ylUkle tasiyacaktir ve
enzim ile asidik Ozellikteki destek materyal arasinda elektrostatik itme

kuvvetleri olusacak ve bu nedenle immobilizasyon iglemi basarisiz olacaktir.

(7)

1.2.2. Destek Materyalinin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Pek c¢ok degisik dogal veya sentetik malzemeler enzimlerin
immobilizasyonunda kullaniimaktadir. Enzimlerin, kati destek
materyallerine immobilizasyonu, surekli isletim kosullari altinda uzun sure
kararliligini korumasi acgisindan 6nem ifade etmektedir. immobilizasyon
isleminde baglanan enzim miktari ve immobilizasyondan sonraki enzimin
aktivitesi dogal veya sentetik kdkenli tasiyicilarin yapisina bagh oldugu ¢ok
sayida arastirici tarafinda rapor edilmistir. Enzim immobilizasyon
yontemlerinde siklikla kullanilan destek materyallerine bazi érnekler Tablo

1.2’de sunulmustur.

Tablo 1.2. immobilizasyonda Kullanilan Destek Materyalleri

Anorganik Polimerler Dogal Kdkenli Destekler Sentetik Polimerler




Cam Seliloz Polistren Turevleri

Silikajel Nisasta Poliakrilamid
Aleminyum Oksit Dekstran Naylon
Bentonit Agaroz Polivinilalkol
Hidroksiapatit Karregenon Oksiranlar
Titandioksit Alginat Metakrilat
Zirkonyumdioksit Kollegen lyondegistirici
Nikel Oksit Kitin Recineler

immobilizasyon isleminde kullanilacak destek materyallerin bazi arzu
edilen Ozelliklere sahip olmasi gerekmektedir. Ticari olarak mevcut destek
materyallerinin bir bolumu etkilesim ylzey alanini artirmak amaciyla,
biyolojik molekullerin rahatga girebilecegi genis gozenekler igerecek
sekilde ve uygun boyut dagilimina sahip olarak uretiimektedir. Destek
materyalinin, mekanik dayanimi ve kolon igerisinde de hidrodinamik
acidan kullanim kolayhiginin yani sira kimyasal ve biyolojik olarak inert
olmasi da gerekmektedir. Destek materyali, yuzeyinde aktivasyona
ve/veya enzimin baglanmasina olanak saglayacak hidroksil, karboksil,
amino gibi fonksiyonel gruplara sahip olmaldir. Bunun yaninda, hidrofilik
ve notral olmasi, sicakhga karsi dayaniklilik gostermesi, kimyasal ve
biyolojik reaksiyonlarla kargi direngli olmasi, aktivasyona veya ligand
baglamak icin turevlendirimeye olanak saglamasi beklenmektedir.
Ayrica, destek materyali yuzeyindeki yuklu veya hidrofobik gruplar ile
enzim arasinda meydana gelebilecek non-spesifik iligkilerin mumkun
oldugunca dusuk olmasi da beklenmektedir. Ek olarak, destek materyali
rejenerasyon esnasinda organik ¢Ozucdulere, deterjan ve

guadinhidroklortur gibi elUentlere kargi dayanikh olmal, fiziksel ve
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kimyasal olarak kararlihgini korumal ve dusuk islem maliyeti ile blydk

Olcekte uretime izin vermelidir.

1.2.2.1. Destek Materyali Olarak Kullanilan Sentetik ve Dogal Polimerler

Enzim saflastirnimasi ve enzim immobilizasyonu teknigi
uygulamalarinda, dogal veya sentetik kdkenli polimerler (polisakkaritler,
poliakrilamitler, polivinil polimerler ve poliakrilatlar) destek materyalleri
olarak kullaniimaktadir. Bu materyaller kontrol edilebilir boyut dagilimina

ve gozenek ¢apina sahip olarak uUretilebilmelidir.

Polimerler; ¢gok sayida molekulin kimyasal baglarla duzenli bir sekilde
baglanarak olusturduklar yiksek molekul agirlikh bilesiklerdir. Polimerler
‘monomer” denilen birimlerin bir araya gelmesiyle olugsmaktadir. Polimerler
yapilarina goére siniflandirilabilirler. Bir polimer tek bir monomer biriminin
tekrarlanmasindan olusuyorsa buna “homopolimer” denir. Eger polimer
molekulu iki farkli monomerin birlesmesinden olusuyorsa buna “kopolimer”
denir. ister mono ister kopolimer olsun polimerler dogrusal, dallanmis yada
capraz baglh  olabilirler.  Polimerler fiziksel  durumlarina  gore

siniflandirildiklarinda ‘amorf’, ‘kristalin’ ya da ‘yari kristalin’ olarak adlandirilir.

Polimerler genel olarak sentetik ve dogal olarak baslica iki grupta
incelenebilirler. Sentetik polimerlerin Uretiminde kullanilan endUstriyel
teknikler, polimerizasyon ortaminin 6zelliklerine bagh olarak yigin, ¢ozelti,
sUspansiyon, emilsuyon ve arayuzey polimerizasyon prosesleri olarak

siniflandirilabilmektedir. Dogal polimerler seluloz, kollajen, kitin, agaroz
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gibi canlilar tarafindan sentezlenmektedir. Sunulan tez kapsaminda
invertaz enziminin immobilizasyonunda kullaniimak Uzere yeni manyetik
mikrokureleri suspansiyon polimerizasyon teknigi ile hazirlanmasi

planlanmaktadir.

Suspansiyon polimerizasyonu ilk defa 1909 yilinda Holfman ve
Delbruch tarafindan gelistirildi. Endustriyel anlamda ilk olarak bu yontemle
uretilen polimer, polivinilkloroasetattir. Sispansiyon polimerizasyonu
sonucu gozenekli veya gozeneksiz partikuller elde edilebilmektedir.
Suspansiyon polimerizasyonunda baslatici dagitma ortami igerisinde,
dagiimis halde bulunan monomer damlaciklari igcinde ¢ozunur. Dagitma
ortami olarak genellikle su kullanilir. Ortam surekli karistirilarak
suspansiyon sisteminin  suUrekliligi saglanir. Dagitma ortamindaki
monomerlerin ¢o6zunurlugu genelde dasuktur. Suspansiyon
polimerizasyonunda, polimerizasyon boyunca damlaciklarin stabil olarak
ortamda kalabilmeleri ve birbirlerine yapigmalarini engellemek icin
stabilizérler eklenir. Sisteme uygun 1sitma programi uygulanarak, sistem
baslaticinin bozunma sicakhgina isitildiginda, polimerizasyon baslatici
molekdullerinin bulundugu monomer damlaciklarin icerisinde baslatiimis
olur. Polimer kurelerin boyut dagihmi; reaktortn tipi, baglatici derigimi,
sicaklik, kullanilan karistiricinin hizi ve tipi, monomer fazin hacim
fraksiyonu, monomer tirl, kullanilan stabilizoriin konsantrasyonu ve

turine bagli olarak degismektedir.

Geometrik olarak kure, cubuk veya membran yapilara sahip

polimerik destek materyallerinin kullanilabildigi uygulamalarda, o6zellikle
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kire yapidaki tasiyici destekler sagladigi avantajlardan dolayi tercih
edilir®®?_ Kire yapida kullanilan destek materyallerin boyutu 50-400 pym
araligindadir. Kurelerin gézenek buyuklugu, saflastiriimak istenen hedef
moleklil veya immobilize edilecek buyuk molekllld ligandlarin
baglanmasina izin verecek boyutta olmalidir®. Kire yapidaki destek
malzemelerinin kullaniilmasi hedef molekullerin karisimindan direkt izole
edilmesi ve saflastirilmasini saglamasinin yaninda, iglem zamanini da

onemli dlgide kisaltmis olur®.

1.2.2.2. Enzim immobilizasyonda Kullanilan Magnetik Destek
Materyalleri

Destek materyali olarak kullanilan magnetik o6zellikli  polimerik
mikrokurelerin endustriyel uygulamalardaki basarisi bu alana yonelik
caligmalara hiz kazandirmigtir. Bu destek materyalleri, endustriyel ve
biyolojik ayirma islemlerinde, hacre izolasyonu ve enzim
immobilizasyonunda, enzim saflastinimasinda, c¢esitli  kromotografi
yontemlerinde, ila¢ hedefleme ve kontrolli salim sistemlerinde, immunolojik
test ve tani kitlerinde ve molekuler biyoloji alanindaki arastirmalarda

kullaniimaktadir® ',

Magnetik destek materyalleri inorganik malzemeler veya bazi
yapay ve dogal polimerler kullanilarak Uretilebilir. inorganik malzemeler,
yuksek mekanik direngleri, ¢dzUnmez olmalari ve ¢ok uzun raf dmdurleri

nedeniyle tasiyici olarak idealdir. inorganik desteklerin en biylk
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dezavantaji metal iyonlariyla komplekslesme icin islevsel gruplarinin
kisith olmasidir. Organik kdkenli dogal veya sentetik polimerik materyaller
beliri ~ uygulamalara cevap vermek (Uzere istenen sekilde
sentezlenebilmelerini saglayan ¢ok gesitli yuzey islevsel gruplar icermeleri
ve goOzenekli veya gobzeneksiz olarak hazirlanabilmeleri nedeni ile
manyetik destek materyali olarak kullanimlari tercih edilmektedir ©.
Polivinilbutiral, polietilen glikol, polivinil alkol, poliakrilamid,
polimetiimetakrilat ve aljinat, degisik uygulamalarda kullanilan tipik

polimer kdkenli taglyicilara 6rnek olarak verilebilir”®.

Santrifljleme, ¢oktirme, karistirma veya ylksek basing uygulamalari
biyokimyasal islemlerde 6zellikle immobilizasyon sistemlerinde ve ayristirma
ve/lveya saflastirma islemlerinde siklikla kullanilan ve genellikle kimyasal
islem sirasinda yer alan biyomolekullerin yapilarinin bozulmasina veya
aktivitelerinin kaybolmasina neden olan baslica etmenler olarak sayilabilirler.
Son yillarda Uzerinde yogun arastirmalar yapilan magnetik tasiyici teknolojisi
yukarida anlatilan olumsuzluklarin asiimasi igin dnemli bir alternatif olarak

degerlendiriimektedir.

Magnetik kureler magnetik anizotropik 6zellikten dolayi rotasyonel ve
vibrasyonel hareket sergilemektedirler. Manyetik kurelerle calisilan
sistemlerde bu hareketler sonucunda enzim-kire sistemi c¢evresinde dis
difuzyon kisittamasina neden olan Urun tabakasinin olugsumu 6nlenmektedir.
Sistemde magnetik alanda yapilan degdisimler ile enzim tutuklanmis magnetik

kureler vibrasyonel hareket ile ¢ozelti de hareket etmektedir. Bu yolla, olusan
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urin tabakasi ve substrat tabakasi yer degistirmektedir. Boylece enzim
tutuklanmis manyetik kareler ile substrat etkilesimi kolaylasmaktadir. Enzim
immobilizasyonu igleminde ve/veya enzim saflastirimasi isleminde
kullanilan tasiyici magnetik kireler, magnetik 6zelligi nedeni ile digaridan
magnetik alan yaratilarak kolayca magnetize edilebilmekte ve ayrigtirma
icin gerekli slire sonunda yeniden suspanse edilmektedirler. Ayrica,
enzim saflastirnimasi  isleminde tasiyici  desteklerin  magnetik
Ozelliklerinden dolayi (muamele edilen 6rnekte bulunan, kontamine edici
molekdullerin ve partikullerin cogunlugunun diyamagnetik 6zellige sahiptir)
ornekten goreli olarak kolay ve segici olarak uzaklastirilabilmesi magnetik

tasiyicilarin kullanildigi ayirma tekniginin tGstanliguni olusturmaktadir.

Enzim immobilizasyonu iglemlerinde magnetik teknigin sundugu bir
diger avantaj ise, surekli sistem isleminin gerceklestirebilecegi magnetik
olarak stabilize akiskan yataklarin (MSFB) kullanilabilirligidir. MSFB’nin
kullanimi, 6zellikle biyolojik Urtnlerinin genis Olgekli saflagtiriimasi igin,
paketlenmis yatak yada akiskan yatak gibi geleneksel kolon iglemine
onemli bir alternatif olusturmaktadir. Magnetik stabilizasyon, kati
partikdllerin karistiriimaksizin paketlenmig bir yatagi
genisletebileceginden yuksek kolon verimliligi, minimum basing dusmesi

ve tikanmanin sorununun ortadan kaldiriimasini saglamaktadir®”-?),

Enzimlerin magnetik desteklere tutuklanmasi, diger geleneksel
metotlara kiyasla, enzim molekullinu igletim kosullari altinda daha az bir
mekanik gerilime maruz birakma konusunda bir Ustunlik saglamaktadir.

Bu yeni ydntemle pahali sivi kromatografi sistemlerine, santrifiijlere,
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filtrelere yada diger ekipmanlara gerek olmamasi sistemin sadgladigi
baslica ekonomik avantajlardir. ilave olarak, magnetik alan varliginda
calistinlan tutuklu enzimler, otomasyona ve mikro-0lgek gerektiren

islemlere daha kolay olarak adapte edilmektedirler.

1.2.2.3 Destek materyali olarak kullanilan akrilat kokenli polimerler
immobilizasyon sisteminde kullanilacak polimerik destek materyalleri,
cesitli kompozisyonlarda kolayca uretilebilirler ve yapiya istenilen fonksiyonel
gruplar dahil edilerek biyomolekullerin immobilizasyonu i¢in modifiye
edilebilirler. Akrilat ve akrilik asit kokenli polimerler uzun dmurla sentetik
polimerlerdir. Bu grupta yer alan poli(metilmetakrilat), p(MMA), biyouyumlu
sentetik bir polimer olmasindan dolay! biyomedikal ve biyoteknolojik alanda
¢cok sayida uygulama alani bulmaktadir. Ayrica, akrilik ve metakrilik kokenli
polimerler yapay damar, kontak lens, ilag salinim sistemleri gibi uygulama
alanlarina sahiptir. Bu tur materyallerin uzun sureli biyolojik uyumlulugu ve
fonksiyonelligi canli dokulardaki in vivo etkilesimleri ile kontrol edilmektedir.
Bu materyal mekanik olarak guglu olmasindan dolayl, enzim
immobilizasyonu ve protein saflastirilmasinda da yaygin olarak
kullaniimaktadir. Metakrilik asit iyonize olabilen bir monomer olarak bilinir ve
bu nedenden dolayi polimeri pH'a karsi duyarlidir. Epoksi grubu tagiyan
glisidil metakrilat (GMA) komonomerinin kullanildig1 akrilat kopolimerler,
enzim immobilizasyonunda, tagiyici materyaller ailesi olarak, ozellikle gok
yonludur, ¢ok gesitli 6zelliklerde hazirlanabilir. Epoksi grubu tasiyan destek
materyalleri, enzim ve proteinlerin laboratuvar ve endustriyel Olgekte

immobilizasyonu igin elveriglidir. Aktivasyon iglemine olanak taniyan bu
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materyaller, depolama esnasinda ve ¢ozelti ortaminda kararlidir ve farkl
protein gruplari ile (amino, tiyol, fenolik turler) kararli O-C ve N-C kovalent
badlar olustururlar. Bu Ozelliklerinden dolayi, kire formunda hazirlanan
epoksi grubu tasiyan destek materyalleri yiksek mekanik kararlihga sahip
olmalari nedeni ile 1.0-12.0 gibi genis pH araliginda biyomedikal ve
biyoteknoloji alanindaki c¢esitli uygulamalarda etkili ve guvenli olarak
kullaniimaktadir®?), Bu dogrultuda tez kapsamindaki calismalarimizda,
akrilik kopolimer metil metakrilat, (MMA), ve glisidil metakrilat, (GMA),
komonomerlerinden sentezlenerek invertaz enziminin immobilizasyonunda

epoksi grubu tagiyan immobilizasyon destek materyali olarak hazirlandi.

Arica ve arkadaslari, a-amilaz enziminin immobilizasyonu igin
suspansiyon polimerizasyon yontemi ile ¢apraz bagh ve bagsiz poli(2-
hidroksietil metakrilat) mikrokurelerini sentezlemis ve bu mikrokurelerinin
alkol gruplarini epiklohidrin ile aktive ederek a-amilaz enzimi mikrokureler
Uzerine kovalent bagdli olarak immobilize etmiglerdir®. Wada ve arkadasglari,
yaptiklari bir caligmada, tirozinaz enzimini magnetit (Fes04) Uzerine
tutuklamiglar ve enzimin dayaniklihgini artirdigini  ve immobilize
enzimdeki aktivite kaybinin ayni kosullarda %5 oldugunu bildirmiglerdir®?.
Pieters ve arkadaslari, magnetik mikropartikil Uzerine glutaraldehid
aktivasyonu ile glukoamilaz enzimini kovalent baglanmig ve iki hafta sure
isletim sonucunda aktivitesinin sadece %4'Unl kaybettigini bildirmislerdir®?.
Bayramoglu ve arkadaslari, magnetik kureler Uzerine [R-galaktosidazi
kovalent olarak immobilize etmigler ve surekli sistemde laktoz hidrolizini

arastirmiglardir®), Bahar ve Celebi, magnetik poli(stiren) partikiillerine
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glukoamilaz enzimini immobilize ederek karakterizasyonunun
tamamlamislardir®. Arica ve arkadaslari, pHEMA/EGDMA mikrokureleri
aktive ederek glukoamilaz enzimini immobilize etmisler ve dolgulu yatak

reaktor uygulamasinda test etmislerdir®?,

1.2.3. Enzim immobilizasyon Yéntemleri

Enzim, protein ve vb. gibi biyolojik molekullerin immobilizasyonunda
kullaniimak Gzere c¢ok sayida destek materyali ve enzim tutuklama
teknikleri geligtiriimistir. Enzim tutuklanmasi igin kullanilan yontemlerin ve
desteklerin, enzim aktivitesi Uzerine olumsuz etki gostermediklerinin
bilinmesi gerekmektedir. Enzim ve destek arasindaki molekuler
etkilesimlere dayanan fiziksel yontem ve kovalent bag olusumuna
dayanan kimyasal yontemleri iceren enzim immobilizasyonunu
yontemlerini; a) absorbsiyon b) kovalent baglanma c¢) matriks igi tutuklama ve

d) capraz baglama teknikleri olarak siniflandinlabilir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Enzim immobilizasyonu tekniklerinin sematik gosterimi

immobilizasyon yéntemlerine bagli olarak, immobilize enzimin fiziksel
ve kimyasal o6zelliklerinde degisiklikler olmasi beklenmektedir. Enzimlerin
immobilizasyon sonucu kararliliklarinin énemli derecede arti§i ¢ok sayida
arastirici tarafinda rapor edilmistir. immobilize enzim ile substrat etkilesimini
sirasinda, enzimin bagli oldugu destek materyalden kaynaklanan sterik
engelleme nedeni ile enzim aktivitesinde azalmalar oldugu c¢ok sayida
arastirici tarafindan rapor edilmistir. immobilize enzimler cesitli fiziksel
sartlara karsl serbest enzime gore daha ¢ok dayanikhdir ve enzimin aktifligi

uzun sure korunuir.

1.2.3.1. Adsorsiyon Yontemi

Enzim immobilizasyon teknikleri arasinda yer alan adsorpsiyon
yontemi; islemin basit ve ucuz olmasi, yuksek katalitik aktivite saglamasi
ve en Onemlisi tutuklu enzimin inaktivasyonundan sonra destek
materyalinin tekrar tekrar kullanilabilmesine olanak sunmasi gibi
nedenlerden dolayi diger metotlardan daha yuksek bir ticari potansiyele
sahiptir.  Yontem; ylzeyi aktif, suda ¢ézinmeyen bir tasiyici destek
materyalinin enzim ¢ozeltisiyle karigtiriimasi ve enzim fazlasinin yikanarak
uzaklastiriimasi temeline dayanir. Enzimin, tasiyiciya baglanmasinda wan
der Waals, hidrofobik etkilesimler ve hidrojen badlan etkilidir.
immobilizasyonda etkili olan bu baglar, zayif bagdlar olmasindan dolayi,

immobilize enzim, islemler esnasinda destek materyallerinden uzaklagabilir.
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Bu durum, absorbsiyon ile immobilizasyon yontemine dezavantaj kazandirir.
Prensip olarak bir proteinin aktif yuzeylerde absorbsiyonu tersinir bir islem
olabilir. Tutuklama teknikleri arasinda, Literatlirde geri donusumllu enzim
tutuklamasi ile ilgili birkag metot rapor edilmistir®??, Bununla birlikte
adsorpsiyon genellikle ¢ok gugli degildir ve adsorbe olan enzimlerin bir
kismi ylkama ve islem sirasinda desorbe olur. Bu sebepten dolayi
adsorpsiyon yoluyla geri déontsumlu enzim tutuklanmasi, enzim ve destek
materyali arasinda ¢ok glcli hidrofobik ya da iyonik etkilesim gerektirir®".
Ornegin, polietilenimin kapli Sepabead destek materyalleri invertaz ve -
galaktosidaz'in tersinir immobilizasyonunda kullaniimistir®®, Arica ve
Bayramoglu ise c¢alismalarinda glikoz oksidazin, polietilenimin asih
poli(hidroksietilmetakrilat-ko-glisidil metakrilat) membranlari  Uzerine
tersinir  immobilizasyonunda adsorpsiyon yontemini basar ile

kullanabilmiglerdir®?,

1.2.3.2. Kovalent Baglanma Yontemi

Enzim ile suda ¢dozinmeyen aktiflestiriimis destek arasinda kovalent
bag olugsumu enzimlerin immobilizasyonu igin sikga kullanilan bir tekniktir. Bu
teknik, enzim tdrevlerinin kararli olmasini saglar ve enzimin ¢Ozeltiye
gecmesini engeller. Kovalent baglanma genelde enzimin yapisinin ve

fonksiyonel gruplarin bilindigi durumlarda kullanilir.
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iki basamakla gerceklesen bu ydéntemde, ilk olarak kati destek
materyallerinin aktive edilmesi gerekmektedir. Bu dogrultuda, destek
materyali amino, karboksil v.s. gibi fonksiyonel gruplar tasimaldir. Bu
fonksiyonel gruplarin yapisina bagh olarak glutaraldehit, karbodiimid,
epiklorhidrin v.s. gibi cesitli aktifleyici ajanlar kullanilarak immobilizasyon
isleminin birinci basamagini olusturan ytizey modifikasyonu gercgeklestiriimis
olur. ikinci asamada ise enzimin modifiye edilen destek materyaline kovalent

baglanmasi iglemi gerceklestirilir.

Kovalent baglanma vyoluyla enzim tutuklanmasinin, cesitli
durumlarda, sicaklik, denaturantlar ve organik ¢ozuculere kargi yuksek
diren¢ kazandirdigi gosterilmistir. Bu gelismelerin kapsami, enzimin
dogasi, destek materyalinin tipi ve tutuklama yontemi gibi sistemin diger
kosullarina bagh olmaktadir. Bu yontemin sundugu en o6nemli avantaj,
enzim ve destek arasinda olusan bagin gugli olmasindan dolayr enzimin
yapidan sizmasinin gu¢ olusudur. Kovalent baglanmada kullanilan
yontemlerin pahali ve karmasik olmasi, zor deney kosullari altinda enzim
yapisinin bozulmasi yada enzimin aktif bodlgesinin maskelenmesi bu

yontemin kullanimini kisitlamaktadir.

1.2.3.3. Matriks i¢i Tutuklama Yontemi

Bu ybntem, polimerik matriks yapisinda veya vyari gegirgen
membranlarda enzim tutuklanmasi esasina dayanir. Bu vyari gegirgen
membran, enzimin disari ¢ikmasini engellerken, substrat ve reaksiyon

sonucu olusan urlnin serbestge giris ¢ikisini saglar.
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Enzimlerin mikrokapstullenerek matriks ici tutuklama
gergeklestirilebilmesi icin iki farkli ydontem uygulanir. Bu ydontemlerden ilki faz
ayrimi yontemidir. Yontemde, enzim ve mikrokapsuli olusturan c¢ozelti
damlalar halinde ¢oktiriiciye eklenir. ikinci yéntem olan ara vyizey
polimerizasyonunda ise enzimin sulu ¢odzeltisi, suyla karismayan organik
¢cozeltide emdulsiye edilir ve bu ortama eklenen polimer ¢oézeltisi, enzim
mikrodamlalarinin etrafinda membran olusturur. Bdylece, mikrokapsullenen

enzimin hacminde ve ylzeyinde artis gozlenir.

1.2.3.4. Capraz Baglanma Yontemi

Kaguk molekullt iki veya goklu fonksiyonel reaktifler enzim molekdulleri
arasinda baglar yaparak suda ¢dzinmeyen komplekslerin olusmasini saglar.
Yontemde, molekdl i¢i baglarin yani sira molekuller arasi bag turleri de s6z
konusudur. Enzimleri immobilize etmek igin tek bir iglemde iki veya c¢ok
fonksiyonel maddelerin kullanilmasi bu yonteme buylk bir avantaj
kazandirmaktadir. Enzimin yapidan sizmasi da oldukga gugtur. Yontemin
uygulanmasi esnasinda olusan kontrol zorlugu, enzim aktivitesinde ve aktif
merkezinde meydana gelebilecek degisimler yonteme dezavantaj olarak
yansimaktadir. En ¢ok kullanilan ¢apraz baglama reaktifleri; glutaraldenhit,

klorformat ve karbonildiimidazol, metal iyonlari ve epiklorohidrindir.

Enzimler bu yoéntemle kullanildi§i c¢apraz bagh polimer ile de
immobilize edilebilirler. Bu ydntemde polimer zincirleri arasinda ¢apraz bag
olusturulur. Bunun igin c¢apraz baglayici ajanlar (metinenbisakrilamid v.b.)
kullaniimaktadir. Enzim polimerizasyon ¢ozeltisine aktarilir ve polimerizasyon

sirasinda olusan baglar arasinda enzim sabitlenir. Polimerizasyon sisteminin
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yuksek sicaklik ve/veya U.V. gibi isima turleri enzim yapisinda bozunmalara
neden olabilir. Ayrica olusan c¢apraz bagh polimer igerinde enzim ile

substratin etkilesimi oldukca zordur.

1.3. invertaz Enziminin Kullanim Alanlari

invertaz bilinen en eski enzimlerden biridir. Bu nedenle invertazin
yapisl ve kinetigi hakkinda oldukga fazla bilgi mevcuttur Y. Mayadan elde
edilen invertazin en ilging dzelliklerinden birisi heterojen olmasidir. Mayada
invertaz sentezinde 6 farkli gen gorev almaktadir. Bu farkli genler birbirine
benzer fakat birbirinin tamamen aynisi olmayan farkli invertaz yapilarinin

uretilmesine neden olmaktadir.

invertaz siikrozu, glukoz ve fruktoza hidroliz eden bir enzimdir (Sekil
1.2). Sistematik ismi beta-fruktofuranozidaz (EC3.2.1.26) olan invertaz, beta-
fructofuranoside kalintilarinin indirgen olmayan terminal bdlgelerinin

hidrolizinden sorumludur.
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Sekil 1.2. invertazin katalizledigi reaksiyon
Glukoz ve fruktozdan olusan bu karigim dusuk kristallenme 6zelligine

sahiptir ve yuksek konsantrasyonlarda da sukroza kiyasla kristallenme
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Ozelligi oldukga azdir. Gida sektorinde bu UGrdnlerin kullanimi ile gidalarin raf

Omurlerinde uzamalar saglanmaktadir.

Gida endustrisinde yapay bal, krema, recel ve sivi seker Uretiminde
immobilize invertaz yaygin olarak kullaniimaktadir. Ayrica ¢ok sayida hazir
gidada sukroz yerine invertazin katalizledigi reaksiyon sonucunda olusan
fruktoz Grinud tercih edilmektedir. Clnkd fruktozun tatlandirma glici daha
yuksek ve kullanildigi besin maddesi igerinde kristallenmesi guctur. Bu
nedenle gida endustrisinde Urln kalitesinin arttirilabilmesi i¢in sukroz yerine
fruktoz tercih edilmektedir. Ayrica invertaz reaksiyonu ile sukrozdan esit
miktarda glukoz ve fruktoz igeren karisim (invert seker) olusmaktadir. invert
sekerin endustriyel uygulamalarda iglenmesi daha kolay ve tatlandirma gucu
sukroza kiyasla daha yuksektir. Ayrica invert seker kullanildiginda, Granun
uzun sureli saklama periyodu suresince taze yumusak kaldigr gorulmustar.
Bu nedenle invertaz enzimi ihtiyaci gida endustrisinde gun gectikce

artmaktadir®39),

Saglik ve de lezzet agisindan gida endustrisinde kullanilan invertazin
yuksek derecede saf olmasi gerekmektedir. Bu nedenle, enzimin dretimi igin
gereken islem maliyeti artmaktadir. Karbonhidrat kaynagi olarak sukroz
kullanan  mikroorganizmalardan invertaz  enzimi  saflastirimaktadir.
Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces carlsbergensis maya
hicrelerinden invertaz yuksek miktarda saflastirilabilmektedir. Saflagtirma
isleminde besi ortamindan ve dis ortamdan gelebilecek kontaminasyonlar
enzim safligini dnemli derecede etkilemektedir. Hucre i¢i invertaz 135.000

Dalton, hucre disi invertaz ise 270.000 Dalton molekuler agirliga sahiptir.
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Literatirde invertazin immobilizasyonu igin farkli yapida destek
materyalleri kullaniimistir. invertaz enziminin polietilen, polianilin, jelatin,
karbonhidrat kalintilari, polielektrotlar, sellloz kureler gibi materyallere
immobilize edilmesi Uzerine gesitli calismalar yapiimistir®. Ahmad ve
arkadaglari '®), lektin destek materyalini; Chen ve arkadaslari ©®, poli(anilin-
akrilik asit) filmlerini; Timtlirk ve arkadaslar®®, asit-ko-alkilpoliamin
grandllerini; Arslan ve arkadaslan®“?, akrilamid/maleik asit silindirik yapilari;
Emregul ve arkadaslarn“®, karboksimetilselliloz-gelatin materyallerini invertaz

immobilizasyonunda kullanmiglardir.

invertaz enzimi karboksilik gruplari bakimindan zengin asidik bir
enzimdir. Invertaz immobilizasyonunda kullanilabilecek destek materyalin
bazik 6zellikte olmasinin invertaz ve destek materyal arasindaki etkilesimi
arttirabilecegi ve enzimin polimerik yapidan sizmasini Onleyecegini rapor
edilmigtir?).

invertaz immobilizasyonu ile gelistirilen biyosensér sistemler cesitli
alanlarda kullanilabilmektedir. invertaz temelli biyosensérler ile agir metal
iyonlarinin tayini ve saptanmasi mumkuandur. Bu sensor sistemi, civa (Hg) ve
bakir (Cu) gibi metallerin invertaz enzimine baglanmasi ve enzimi inhibe
etmesi esasina dayanmaktadir. Ayrica invertaz biyosensoru gida
endustrisinde sukroz konsantrasyonunun tayininde, yogun sut Urunlerinde

tatlandirma islemlerinde de kullaniimaktadir®?.

Arica ve arkadaslari, UV baslaticili fotopolimerizasyon ydntemiyle
hazirladiklari poli(2-hidroksietil metakrilat) (P(HEMA) membranlarina, uzatma

kolu (hekzametilendiamin vb.) takarak, invertaz enzimini immobilize
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etmiglerdir ®¥. Bayramoglu ve arkadaslari 2-Hidroksietil metakrilat ve glisidil
metakrilat kompozit reaktif film Gzerine invertazin kovalent tutuklanmasini
arastirmiglar ve surekli sistem uygulamalarini gergeklestirmislerdir.
Arastirmacilar, immobilize invertazin aktivitesini, serbest eslenegine gore
aktivitelerinin  %85’e kadar c¢iktigint ve olduk¢ca kararli oldugunu
belirtmiglerdir. 168 saat reaksiyon islemi sonunda tutuklu invertaz
kaybinin yaklasik olarak %8 oldugunu ifade etmislerdir (inver-HEMA)®).
Arica ve Bayramoglu, epoksi grubu iceren poli(glisidil metakrilat-ko-
metilmetakrilat), poli(GMA-MMA), klreleri sUispansiyon pollimerizasyonu
yontemi ile hazirlamiglar ve karelerin ylzeyini polietilenimin ile asilayarak
adsorpsiyon yoluyla invertaz immobilizasyonunda destek materyali olarak
kullanilmistir. Kesikli sistemde kurelerinin maksimum invertaz tutuklama
kapasitesi 52 mg/g olarak tespit edilmis ve immobilize invertazin bagil
aktivitesinin serbest eslenigine gore daha genis pH ve sicaklik araliginda
oldugu rapor edilmistir®). Akgdl ve arkadagslari, hazirlamis olduklari
polivinilalkol (PVAL) mikrokurelerinin hidroksil gruplarinin aktivasyonu igin
1,1’- Carbonildiimidizol (CDI) kullanarak, invertaz enzimini kovalent baglama
yontemiyle immobilize etmiglerdir. immobilize invertazin aktivitesini %74

olarak bulmuslardir®,

Worsfold ve arkadaglari, invertazi yuksek verimle Con A-agaroz
Uzerine immobilize etmiglerdir. Bu immobilize enzim sisteminin K. degeri,
serbest invertazin K., degerine yakin bulunmustur. Ayrica immobilize
enzim sisteminin optimum aktivite gosterdigi pH araligi geniglemis ve 65

C’deki stabilitesinin arttigi belirtiimigtir. Bagal ve arkadaslari, agaroz-guar
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zamki kompozit materyalini invertaz immobilizasyonunda kullanmislardir ve
%91 oraninda immobilizasyon kapasitesine ulastiklarini rapor etmislerdir“?.
Delgado ve arkadaslari, nylon-6 mikroklrelerine invertazin kovalent
baglanma yoluyla immobilizasyonunu gergeklestirmislerdir. Serbest ve
immobilize enzimin optimum pH’sini 5.5, V. degerini serbest invertaz igin
1.37 mmol min" mg” ve immobilize invertaz igin 1.06mmol min™ mg™ olarak
belirlemiglerdir. Ayrica immobilize invertazin 50°C’de termal kararlihdinin
%25 arttigini rapor etmislerdir®. Emregil ve arkadaslari, poliakrilamid-jelatin
tasiyici matriksleri  kullanarak invertaz immobilizasyonu c¢aligmiglardir.
immobilizasyon sonrasi tutuklanmis invertazin K, degerinin serbest enzime
kiyasla daha yuksek oldugunu rapor etmiglerdir. Ayrica immobilize invertaz
enzimini 2 ay sureyle herhangi bir aktivite kaybi olmaksizin kullanabildiklerini

belirtmislerdir®4,

Gomez ve arkadaslari, sodyum aljinat kapl kitin destek materyaline
invertazin immobilizasyonu ile iyonik siddet ve sicakliga karsi serbest enzime
kiyasla dort kat daha direncgli hale geldigini rapor etmislerdir®®. Bora ve
arkadaslari, seliloz membranlarini fotoaktivasyon yoéntemi ile modifiye
etmislerdir ve invertaz immobilizasyonu icin kullanmislardir. immobilizasyon
sonrasl invertaz K., ve Vmax degerleri serbest invertaza kiyasla artmigtir ve Kn,

45.12 mM, Vi 362.31U mg™" olarak bulmuslardir®,

Gursel ve arkadaslari, N-pyrrolyl uclu polidimetilsiloksan/polipirol
matrikse elektrokimyasal polimerizasyon yontemi ile invertaz ve glukoz
oksidaz enzimleri immobilizasyonunu ¢alismiglardir. Her iki enzimin

immobilizasyon sonrasinda, serbest enzim yapilarina kiyasla Vmax
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degerlerinde azalma oldugunu rapor etmislerdir”. Isik ve arkadasglari, poli 2-
metilbatil-2-(3-tienil) asetat/polipirol kopolimer materyale elektrokimyasal
polimerizasyon ydntemi ile invertaz immobilizasyonunu saglamiglardir.
immobilizasyon sonrasinda enzimin K, degerinde azalma ve 60 ginlik
depolama sonrasinda immobilize invertaz aktivitesinde sadece %7’lik bir
azalma oldugunu tespit etmislerdir“®. Prodanovic ve arkadaglari ise sepiolit
destegine adsorpsiyon yolu ile invertaz immobilizasyonu gergeklestirmislerdir
ve immobilize invertazin ylksek tuz konsantrasyonlarinda gergeklestirilen
yikama islemlerine karsi direngli oldugunu ve 60 C°de yarilanma dmrinin

serbest invertaza kiyasla 8 kat daha yliksek oldugunu rapor etmiglerdir“®.

2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kimyasal Maddeler

Invertaz (B -fruktofuranosidaz, EC 3.2.1.26, Grade VII ekmek
mayasil), glikoz oksidaz (GOD, EC 1.1.3.4, Aspergillus niger Tip Il), sigir
serum albimin (BSA), o-dianisidin dihidroklorid, sukroz ve glikoz Sigma
Chem’den elde edildi. Baslatici olarak kullanilan o ,a  azobisizobutirilonitril
(AIBN), polivinil alkol (PVA), ve toluen Sigma Chemical Co. (St Louis,
MO, ABD) firmasindan temin edildi ve alindigi gibi kullanildi.  Glisidil
metakrilat, metil metakrilat Merck AG (Darmstadt, Almanya),
etilenglikoldimetakrilat ise Aldrich Chemical Campany (USA) firmasindan
alindi ve monomerler hidrokinon varliginda azaltilmis basing altinda

distile edildi ve kullanilincaya kadar 4°C’de saklandi. Diger tum
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kimyasallar analitik saflikta olup, Merck AG (Darmstadt, Almanya)

firmasindan temin edildi.

Calismamizin her asamasinda kullanilan su, Barnstead (Dubuque, IA,
USA) ROpure LP marka ters ozmoz, Barnstead D3804 NANOpure
organik/kolloid uzaklastirici yiksek akisgli seluloz asetat membran (Barnstead
D2731) Uniteleri ve iyon-degisimi dolgulu yatak kolonundan olusan ultra-saf

su sisteminden elde edildi.

2.2. YONTEM
2.2.1. Magnetik poli(GMA-ko-MMA) Destek Materyalinin Sentezi

Bu calismada, suspansiyon polimerizasyonu ydntemi ile ¢gapraz
baglayici  (etilenglikol dimetakriat, EGDMA) varhiginda, glisidilmetakrilat
(GMA) ve metilmetakrilat (MMA) komonomerleri kullanilarak invertaz enzimi
immobilizasyonunda kullaniimak Gzere magnetik 6zellik kazandirilmis kire
yapida poli(glisidilmetakrilat-ko-metilmetakrilat), poli(GMA-ko-MMA),
mikrokureleri magnetik o6zellik tasiyan yeni bir destek materyali olarak
hazirlandi. Poli(GMA-ko-MMA) mikrokurelerinin sentezi ve magnetizasyonu
iki asamada gergeklestirildi. Birinci asamada, demir iceren poli(GMA-MMA)
kireleri, Fe* iyonlari varliginda slispansiyon polimerizasyonu yoluyla
monomerlerinden hazirlandi. Bu amag dogrultusunda, glisidilmetakrilat (7.5
ml) ve metilmetakrilat (7.5 ml) komonomerleri a-a’-azobisizobutirilonitril

baglaticisi (0.2 g) varlhiginda capraz baglayici olarak etilenglikoldimetakrilat
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(7.5 ml) monomerleri, polimerizasyon igleminden dnce, NaOH-NaCl ¢dzeltisi
kullanilarak ekstrakte edilerek monomer icindeki inhibitér uzaklastirildi ve
ekstrakt icinde kalabilecek muhtemel su molekilleri ise CaCl, kullanilarak
uzaklastirildi. Komonomer karisiminin ve stabilizator olarak da, polivinil alkol
(PVA), ¢ozeltisinin (20 cm?, %5.0 w/v) kullanildigi polimerizasyon sistemini
iceren reaktor sicakligi 65 °C olan su banyosuna yerlestirildi. Dagitici ortam
olarak toluen (20 ml) ve su, elektrolit olarak FeCl; (0.1 M, 400 ml) ¢ozeltisi
kullanildi. Polimerizasyon islemi, 250 rpm karistirma hizinda 70 °C’de 2.0
saat ve 80 °C’de 1.0 saat mekanik karistirici ile surekli karistirilarak

gerceklestirildi.

ikinci asamada ise poli(GMA-ko-MMA) mikrokirelerin yapisinda demir
oksit kristali olusumu igin Fe*? iyonlari iceren NH;-H,O sulu ¢ozeltisinde klasik
termal c¢oOktirme reaksiyonu gergeklestirildi. Ko-presipitasyon iglemi igin
suzulen poli(GMA-ko-MMA) mikrokurelerin 100 ml distile su i¢erisinde FeSO,
(5 g) ¢ozeltisinin bulundugu reaktore aktarildi. Mekanik karigtirici ile surekli
karigtirilan reaktor, azot atmosferi altinda 2 saat igerisinde oda sicakligindan
90 °C sicakliga kadar ¢ikan sistem kosullarinda geri sogutucu altinda damla
damla NH;.H,O amonyak (50ml, %25 v/v) eklenirken refliks edilmesi
saglandi. Termal ¢oktirme reaksiyonu suresince, manyetik kurelerin epoksi
gruplari, ortamdaki amonyagin varligindan dolayi, amonolizis reaksiyonu
yoluyla amino gruplarina dénustirilmis oldu®). Ko-presipitasyon yontemi ile
magnetizasyon igleminin tamamlanmasi islemini takiben, Buhner hunisi ile
suzulen magnetik poli(GMA-ko-MMA) mikrokureleri, reaksiyon ortamindan

ayrildi, 3 saat etanol ¢ozeltisi (70%; 250 ml) ile yikandi ve daha sonra sirasi
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ile distile su, sitrik asit, nitrik asit, NaCl ¢ozeltisi ve su ile yikandi. Magnetik

mikrokureler stizuldu ve 30-35°C'de vakum etlivde kurutuldu.

2.2.2. Magnetik poli(GMA-ko-MMA) Mikrokurelerin Karakterizasyonu

Vakum etuvinde kurutulan magnetik mikrokureler molekuller elek
ile elenerek boy ve boyut dagilimi belirlendi ve polimerizasyon
verimi hesaplandi.

Magnetik mikrokdrelerin yuzey alani, BET (Brunauner-Emmett-
Teller) metodu kullanilarak ylizey analizi cihazi ile olguldi.
Magnetik  poli(GMA-ko-MMA) mikrokurelerin  ko-presipitasyon
isleminde amin grubuna déntsmeden kalan erigilebilir epoksi grubu
icerigi literatlirde verilen piridin-HCI yontemi ile tayin edildi.?® Bu
amacla, 0.5 g mikrokure piridin-HCI ¢ozeltisi (50 ml) ile 20 dakika
geri sogutucu altinda etkilestirildi. Reaksiyon sonunda ornek ayarli
NaOH cozeltisi (0.1 M) ile titre edildi.

Mikrokurelerinin sisme orani, distile su igerisinde gravimetrik
yontem kullanilarak tayin edildi.

Mikrokurelerin yogunlugu piknometre yardimiyla, mikrokureler igin
¢6zucl olmayan bir sivi (n-Dekan) kullanilarak belirlendi.

75-150 pm boyut dagilmina sahip magnetik mikrokureleri,
azaltilmis basin¢ altinda altin ile kaplandi ve kurelerin elektron
mikrograflari JEOL (JSM 5600) taramali elektron mikroskobu

kullanilarak elde edildi.
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+ Magnetik poli(GMA-ko-MMA) mikrokurelerine ait FTIR spektrumu,
FTIR spektrometre (Mattson 1000 FTIR, ingiltere) kullanilarak elde
edildi. 0.1 g kuru kire ve 0.1 g KBr karigtirilarak tablet haline

getirildikten sonra spektrumu alindi.

2.2.3. Magnetik poli(GMA-ko-MMA) Mikrokiirelere invertaz

immobilizasyonu

2.2.3.1. Mikrokiirelerin Glutaraldehit ile Aktivasyonu

Magnetik poli(GMA-ko-MMA) mikrokureleri (~ 5.0 g), fosfat tamponu
icerisinde (50 mM, pH 7.4) dengeye getirildi ve reaktdrde ayni tampon
sisteminde hazirlanan glutaraldehit ¢ozeltisi (% 0.5 v/v, 50 ml) icerisine
aktarildi ve oda sicakliginda 12 saat magnetik karistiricida karistirilarak
inkibasyonu saglandi. Aktivasyon reaksiyonu tamamlandiktan sonra
mikrokureler sirasi ile distile su, asetik asit ¢gozeltisi (100 mM, 100 ml) ve
fosfat tamponu (100 mM, pH 7.0) ile yikanarak gulutaraldehitin fazlasi
uzaklastirildi. Glutaraldehit ¢ozeltisinin baglangi¢ ve aktivasyon sonundaki
adsorbanslar Olgulerek magnetik mikrokurelere baglanan glutaraldehit

miktari tayin edildi.

223.2. Magnetik  poli(GMA-ko-MMA) Mikrokiirelere invertaz

immobilizasyonu
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Calismanin bu kisminda sentezlenip aktive edilen magnetik poli(GMA-
MMA) mikrokurelerine invertaz enziminin immobilizasyonu gergeklestirildi.
Glutaraldehit aktivasyonu yapilan magnetik mikrokureler (~5.0 g) 2 saat
fosfat tamponunda (50 mM, pH 7.0) dengeye getirildi ve invertaz enzimi
(50 ml, 2.0 mg ml™") iceren ortama transfer edildi. Magnetik poli(GMA-ko-
MMA) mikrokurelere invertazin kovalent baglanma yontemi ile
immobilizasyonu 4 °C ortam sicakliginda 20 saat suresince inkibe edilerek
gergeklestirildi. Bu periyot sonunda magnetik mikrokureler, reaksiyon
ortamindan uzaklastirildi ve 1.0 M NaCl ve sonra fosfat tamponu (0.1 M,

pH 7.0) ile yikandi.

2.2.3.2.1. Magnetik Mikrokiirelere immobilize Edilen invertaz Miktari
invertaz immobilizasyonunda destek materyali olarak kullanilan
magnetik poli(GMA-ko-MMA) mikrokureleri Uzerine tutuklanan invertaz
miktari, Bradford yontemi ile Coomassie Brilliant Blue kullanilarak,
immobilizasyon ortamindaki baglangi¢ ve bakiye protein konsantrasyonu
Olglilerek tayin edildi®. Bilinen albimin (BSA) konsantrasyonuyla
hazirlanan kalibrasyon egrisi, enzim ve yikama c¢oOzeltisindeki protein

miktarinin hesaplanmasinda kullanildi.

2.2.3.3. Serbest ve immobilize invertazin Aktivite Tayinleri
Serbest ve immobilize invertaz preparasyonlarinin aktiviteleri, birim
zaman basina invertazin katalizledigi hidroliz reaksiyonu sonucu, serbest

kalan glikoz miktari dlgulerek tayin edildi.
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Serbest enzimin aktivitesinin tayininde, reaksiyon ortami asetat
tamponu (2.5 ml, 50 mM, pH= 5.0) ve sikroz (0.1 ml, 300 mM) ile
olusturuldu. On inkiibasyon periyodunun ardindan (35 °C’de 5 dak),
aktivite enzim c¢ozeltisinin (10 mg ml" invertaz c¢o6zeltisinden 0.1 ml)
eklenmesiyle baslatildi ve inklibasyon 5 dakika boyunca devam ettirildi.
Enzimatik reaksiyonu sonlandirmak igin, reaksiyon ortami, kaynayan su

banyosu ortamina yerlestirilerek 5 dakikalik inkiibbasyon saglandi.

Ayni aktivite ortami, immobilize enzimin aktivite tayininde kullanildi.
Enzimatik reaksiyon aktivite ortamina 0.1 g invertaz enzimi tutuklu
magnetik poli(GMA-ko-MMA) mikrokurelerin transferi ile baglatildi ve 35
°C’de calkalamali su banyosunda gergeklestirildi. 10 dakika sonra, enzim
tutuklu magnetik mikrokurelerin reaksiyon karigimindan uzaklagtiriimasi

ile, reaksiyon sonlandirildi.

Serbest ve immobilize esleniklerinin sukroz hidroliz performansi,
yukarida verilen enzimatik reaksiyon ve Bayramoglu ve arkadaslarinin
daha 6nceden c¢alismalarinda tanimlanan metoda goére, ortamin glikoz
icerigi Olgulerek tayin edildi®®. Aktivite karisimi, fosfat tamponu (100 ml,
0.1 M, pH= 7.0) icerisinde sodyum-potasyum tartarat (25 mg), sodyum
hidroksit (1.6 g) ve dinitrosalisilaldehit, DNSA, (1.0 g) icerir. Aktivite
karisim o6rnegi (2.5 ml) ve enzimatik olarak hidroliz edilen 6rnek
karistirilarak su banyosunda, 30 dakika suresince 35 °C sicaklikta inktbe
edildi. Bu iglemin ardindan sdulfirik asit (1.5 ml, %30) eklendi ve
adsorbans, 530 nm’de UV/Vis Spektrofotometre (Shidmadzu, Model

1601, Tokyo, Japonya) ile élguldu.
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2.2.3.4. immobilize invertazin Aktivitesine Sistem Parametrelerinin
Etkisi

Serbest ve tutuklu invertazin aktiviteleri, sirasiyla mmol glikoz dak™
mg™” enzim ve mmol glikoz dak™ mg™” enzim-kiire olarak belirtildi. Serbest
ve immobilize enzim aktivitesinin pH ve sicaklik profillerini tayin etmek
icin, pH 3.0-8.0 araliginda ve sicaklik 20-75 °C araliginda kesikli sistemde
calisildi. pH, sicaklik ve depolamaya bagli sonuglar, kullanimda tekrar
edildi ve her bir setin en yuksek degeri, %100 aktivite degeri olarak kabul
edildi. Diger degerler buna gore hesaplanarak % aktivite olarak ifade edilerek

normalize edilmis yapida sunuldu.

2.2.3.5. Kinetik Sabitlerin Tayin Edilmesi

Serbest enzimin K., ve Vnax degerleri 35 °C’de sukroz (30-300 mM)
iceren asetat tamponunda (50mM, pH= 5.0), reaksiyonun baslangi¢ hizi
dlcllerek tayin edildi. immobilize invertazin kinetik parametreleri, farkli
sukroz konsantrasyonlari  (30-300 mM) iceren asetat tamponunda
(50mM, pH= 5.0), kesikli sistemde belirlendi. K, ve Vmax degerleri 15 dak

sonra elde edilen verilerden hesaplandi.

2.2.3.6. Serbest ve immobilize Enzimin Isisal Kararlihig
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Serbest ve tutuklu enzimin 1sisal kararlihgi, 2 saat asetat
tamponunda (50 mM, pH= 5.0) iki farkh sicakliga (60 ve 70 °C) maruz
birakilan enzimin kalan aktivitesi Olculerek belirlendi. Her 15 dakika
zaman araligindan sonra, 0.1 g enzim-kureleri uzaklastirildi ve yukarida
tanimlandigr gibi enzimatik aktivite tayini gerceklestirildi. Birinci
dereceden inaktivasyon hiz sabitleri, ki asagidaki denklemlerden

hesaplandi:

(dAJ/dt) = kiAo

In Ai=1In A, - kit

A, baglangig aktivite, At zaman sonraki aktivite degerini ifade eder.

2.2.3.7. Depolama Kararhhgi

Bu deney, asetat tamponunda (50 mM, pH= 5.0) 4 °C’'de 56 gln
depolama suresinden sonra serbest ve immobilize invertazin kararliligini
tespit etmek igin gergeklestirildi. 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 ylzdesi olarak ifade edildi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Genomik sonrasi ¢agda, magnetik ayirma ve izolasyon temeline
dayanan teknolojiler, buglinun  biyomateryal ve  biyoteknoloji
laboratuvarlarinin vazgecilmez bir bolumu haline gelmis bulunmaktadir.
Magnetik tasiyicilar ve adsorbentler, laboratuvarda hazirlanabilir ya da
ticari olarak temin edilebilir. Manyetik tasiyicilar, genellikle partikul
formunda, cesitli sentetik polimerlerden, biyopolimerlerden, gobzenekli
camdan, ya da yuzeyi modifiye edilmis magnetik gibi, inorganik magnetik
materyallere dayanan magnetik partikullerden hazirlanmig olarak elde
edilmektedirler’®"). Cogu partiklller dis magnetik alana karsilik olarak,
superparamagnetik  gibi davranirlar, fakat magnetik  alanin
uzaklastiriimasi sonucu hemen sistem igerisine yeniden suspansiye
olmalari buyuk avantaj saglamaktadir ve manyetik alan yoklugunda kendi

aralarinda etkilesim olmamaktadir'*?.

Genellikle biyomateryal ve biyoteknoloji uygulamalarinda kullanilan
magnetik destekler polimerizasyon iglemi sirasinda ortama magnetik
demiroksit partikullerinin ilavesi ile hazirlanmaktadir. Ticari olarak temin
edilebilen ve/veya laboratuvar kosullarinda hazirlanan magnetik
materyaller iki temel yapidan olusmaktadir. ilk yapi FesO., MnFe,O4 ve
CoFe;O4 gibi inorganik magnetik nanopartikillerden olusan magnetik

merkezdir. Magnetik materyalleri olusturan ikinci yapi ise magnetik merkezi
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cevreleyen polimerik kabuktur. Magnetik merkez materyale magnetik 6zellik
kazandirirken polimerik yapi daha c¢ok saflastirma ve immobilizasyon gibi

amagclara hizmet etmektedir®.

Sunulan tez kapsamindaki c¢alismamizda, invertaz enziminin
immobilizasyonunda destek materyali olarak kullanilmak Uzere magnetik
poli(GMA-ko-MMA) mikrokureleri yeni bir metod kullanilarak suspansiyon
polimerizasyon yontemi ile sentezlenmigtir. Kurelere magnetik 06zellik
kazandirma iglemi literatirde yer alan magnetik partikullerin
polimerizasyon sirasinda eklenmesi yerine Oncelikli olarak demir igceren
poli(GMA-ko-MMA) kireleri, Fe* iyonlari varliginda sentezlenerek bir
sonraki asamada demir oksit kristali olusumu igin Fe* iyonlari igeren
NH3;-H,O sulu c¢ozeltisinde klasik termal ¢oktirme reaksiyonunu
kapsamaktadir. Bu yeni yontem bize superparamagnetik 06zelligin
mikrokurelere kazandiriimasini saglayarak literaturde yer alan magnetik

kurelere kargitlarina gére 6nemli bir Ustunluk sergilemektedir.

3.1. Magnetik poli(GMA-ko-MMA) Mikrokiirelerin Ozellikleri

Destek materyalinin fiziksel yapisi ve kimyasal kompozisyonu, tutuklu
enzimin mikro c¢evresini ve buna bagl olarak onun biyolojik 6zeliklerini
etkiledigi ¢ok sayida arastirici tarafindan rapor edilmistir®?®. Enzimler
cogunlukla, dolgulu yatak reaktorlerinde biyolojik katalizér olarak kullaniimak
Uzere polimerler Gzerine immobilize edilmektedir. Kovalent baglanma ile
enzim immobilizasyonu iglemi igin biyoteknolojide c¢ok siklikla kullanilan
destek materyalleri; kitin, selliloz, akrilik polimer ve polivinilalkol gibi dogal ve

sentetik polimerlerin aktivasyonundan sonra elde edilir®2®, Calismamizda
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sunulan ydéntem, sUperparamagnetik mikroklrelerin  magnetizasyonu
asamasinda yuzeyinde erigilebilir epoksi gruplarinin amin gruplarina
donustlirilmesini ve aktivasyon ajani olarak gultarikdialdehitin kullanilarak
modifiye edilmesi ve dolayisi ile invertaz enziminin ylzeye kovalent olarak
baglanmasini iceren etkili bir tekniktir. Magnetik poli(GMA-ko-MMA)
mikrokurelerinin aktivasyonu ve enzimin amino grubu Uzerinden destek
materyaline immobilizasyonu sematik olarak Sekil 3.1 de sunuldu.

Sekil 3.1. Magnetik poli (GMA-ko-MMA) mikrokurelere  enzim
immobilizasyonunun sematik gosterimi

a) Amonyak varliginda amin grubunun olusumu

—CH-—CHp + NHj ——> ()~ CH—CHp—NH;
@ o

poli(GMA-ko-MMA) magnetik poli(GMA-ko-MMA)
b) Magnetik poli(GMA-ko-MMA) mikrokirelerin aktivasyonu

Glutarik dialdehid
O CH—CHy Nt~ () CH—CHyNH=CH(CH)sCHO

° \
OH 25°C,12 saat OH

c) Aktive edilen magnetik kirelere enzim immobilizasyonu

Enzim —NH,
QC\)H*CHZ*NH:CH(CHz)chO;» Q—N
OH

4°C,20 saat

E nzim immobilize magnetik poli(GMA-ko-MMA)

39



Vakum etlivinde kurutulan magnetik poli(GMA-ko-MMA) mikrokUreleri
molekuler elek ile elendi. Dagilm arahgr 300-212-150-75-53 um gdzenek
caph molekdler elekler kullanilarak belirlendi. Polimerizasyon verimi %76
olarak belirlenen 75-150 pum boyut dagihmina sahip olan mikrokureler,
deneyde kullaniimak Uzere ayrildi. Magnetik poli(GMA-ko-MMA) kirelerinin
spesifik ylizey alani, BET yontemiyle olglldii ve 21.6 m?g kire olarak
bulundu. Mikrokurelerin tasidigi epoksi gruplarinin bir kisminin magnetik
kUrelerin i¢ tarafinda kalmasi nedeni ile analitik tayinler icin ulasilabilir
olamamasi sonucunda, ko-persipitasyon reaksiyonunda amino grubuna
dénismemis epoksi grubu miktari pridin-HCI yontemi kullanilarak 1.08

mmol/g kire olarak belirlendi.

Su igerigi, enzim immobilizasyonunda, destek materyallerinin kullanimi
tasarlandiginda ¢ok onemlidir. Magnetik poli(GMA-ko-MMA) kurelerinin
denge sisme orani 1.31 olarak belirlendi. Bu deger biyoteknolojik uygulama
konusu olan enzim immobilizasyonu surekli sistem reaktor uygulamalari igin
makul sinirlar arasinda bulunmaktadir. Magnetik poli(GMA-ko-MMA)

kirelerinin yogunlugu ise 1.32 g/cm? olarak olgildd.

immobilize enzimlerin immobilizasyon sonrasi ézellikleri, enzimin ve
destek materyalin dzelliklerine bagh oldugu bilinmektedir. immobilize enzimin
verimi, hem baglanma sirasinda meydana gelen aktivite kayiplardan dolayi
hem de enzim molekullerinin destek malzemesinden sizmasi ile
azalmaktadir. Bu limitler tutuklu enzimin verimi dustrmektedir. Enzimatik
reaksiyon verimini artirmak icgin c¢esitli onlemler alinabilmektedir. Genel

olarak, destegin boyutu ve gobzenek capini klgultmek, ylksek spesifik
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aktivitesi olan enzimlerde enzim ylkleme miktarini azaltmak ve enzimi
tasiyici materyalin dis ylzeyine baglamak seklinde tasarlanabilmektedir. Bu
amag¢ dogrultusunda genis bir ylzey alani elde etmek igin kiire geometrisine
sahip destek materyalinin ayrica gozenekli yapida sentezlenmesi
amaclanmaktadir. Sekil 3.2°de sunulan SEM mikrograflarinda sirasiyla,
mikrokurelerin ylzey ve enine kesit yapisi gosterildi. Magnetik mikrokurenin,
yuksek i¢ yuzey alani saglayan oldukga gdzenekli bir yapiya sahip oldugu
gérildu. Destek materyalinin sundugu bu ylzey 6zellikleri, destek Uzerinde
dusuk difizyonel kutle transfer direnci ile genis i¢ ylzey alanindan dolayi

yuksek kutle transfer hizi da saglayacagini disindirda.

Sekil 3.2. Magnetik mikrokurelerin SEM mikrograflari A) yluzey ve B) kesit
goruntusu

Magnetik poli(GMA-ko-MMA) kdirelerinin FTIR spektrumu, Sekil
3.3'de sunuldu. Magnetik poli(GMA-ko-MMA)'nin FTIR spektrumu, 03500
cm™de alkolln hidrojen baginin karakteristik gerinim titresimine sahiptir. [
2953 cm™de metilen titresimi glisidilmetakrilat ve metilmetakrilatin her
ikisinin karakteristik titresimleri arasinda yer alir. 1731 cm™deki titresim

her iki monomerin ester konfiglirasyonunu sunar. Epoksi grubu, 910 cm-
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de (epoksi halkasi titresimleri) bandi verdigi gorildi. Fe;O4, 600 cm™de
karakteristik banta sahiptir ve bu poli(GMA-MMA) klrelerinin yapisi igcinde
Fe;O4 molekdllerinin basarili bir sekilde olustugunu gostermektedir. Bu,
gravimetrik analiz ile dogrulandi ve kure yapisindaki ¢cokmus demir oksit

kristalinin miktari 134 mg/g kure olarak belirlendi.

%T

2953
3500

|
1153

1731
4000 3000 1 2000 1000

Wavenumber cm’

Sekil 3.3. Magnetik poli(GMA-ko-MMA) mikrokurelerin FTIR spektrumu

3.2. invertaz Enziminin Aktivitesi

invertaz enziminin magnetik poli(GMA-ko-MMA) mikrokiirelere
kovalent olarak baglanmasi igin iki basamakli bir islem uygulandi. ilk
basamakta, mikrokurelerin yapisinda bulunan amino gruplari
glutarikdialdehit ile aktive edildi. ikinci basamakta, aktif aldehit gruplari ile
enzimin amino grubu arasindaki reaksiyon ile kovalent baglanma
gerceklestirildi (Sekil 3.1). Serbest ve immobilize invertazin aktiviteleri,

hidroliz reaksiyonu suresince olusan invert geker derigiminin, belirli
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zamanlarda alinan érneklerdeki glukoz miktarinin tayin edilerek ve reaksiyon
hizlari hesaplanarak bulundu. Bu calismada elde edilen immobilize
invertaz aktivitesi %89 civarindadir ve bu deger literatirdeki degerlerle

kiyaslanabilir derecede oldugu gézlendi.

Literatirde, invertaz farkli destek materyalleri Uzerine tutuklama
calismalari mevcuttur. Ornegin, Chen ve ark., modifiye edilmis polianilin
film destegi yuzeyine invertazin kovalent tutuklanmasini galismiglardir.
Tutuklu enzimin hidroliz aktivitesini yaklasik 1.3 Ucm? film olarak tespit
etmislerdir®®. Akgél ve ark., invertazin kovalent tutuklanmasi igin
magnetik polivinil alkol mikrokdrelerini kullandilar. Serbest enzime gore
tutuklu invertazin kalan aktivitesini %74 olarak tespit ettiler @9, De
Queiroz ve ark., asilanmis kopolimerize polietilen pelletleri Uzerine
invertazin kovalent tutuklanmasini galistilar®. Tutuklu invertaz yaklasik
%50’lik bir aktivite sonucuna sahipti. Vrabel ve ark., aktive edilmig kareler
Uzerine kovalent olarak tutuklanmis invertazin, %50 ve %96 arasinda
aktivite sonucunu rapor etmislerdir®. Ahmad ve ark., C. cajan lektin
destegi Uzerine invertazin kovalent tutuklanmasini ve tutuklu invetazin
aktivite sonucunu %76 olarak bildirmiglerdir®. Arica ve ark., uzatma kolu
takili poli(HEMA) membrani Uzerine invertazin kovalent tutuklanmasini
rapor ettiler. Tutuklu invertaz aktivitesi, 23 Ucm? membrandi. Reaktif
poliHEMA-GMA) filminin basarili invertaz yuklemesi verdigi ve diger
membran ya da film tutuklu invertaz sistemleri ile karsilastirildiginda,
tutuklamadan sonra yuksek spesifik aktivite sagladigi gozlendi. Sunulan

yeni poliHEMA-GMA-3) filmi destek materyali ile en ylksek enzim
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aktivitesi saglandi (32.7 Ucm™) ve oldukga Umit verici bir gelisme olarak

degerlendirildi“?.

3.3. Serbest ve immobilize Enzimin Ozellikleri

Biyokatalistin tutuklu oldugu durumda, K. ve Vma kinetik
parametreleri serbest forma goére, substrat icin affinite degisimini aciga
vuran, degisikliklere maruz kalir. Bu degisiklikler, destek materyali, sterik
engellemeler ve difuzyonel etkiler ile proteinin konformasyonel
degisikliklerine yol agma gibi gesitli faktorlere baglanabilir. Bu faktorler,
ayni zamanda yada ayri ayri sira ile bagh enzim etrafindaki mikrogevrede
calisabilir. Enzim reaktorleri ve biyosensorlerin yapiminda, tutuklamanin
bir sonucu gibi gorunen, izlenebilen kinetik parametrelerdeki degisiklikler
cok Onemlidir. Serbest ve tutuklu invertazin substrat doygunluk grafigi
Sekil 3.4’te sunuldu. Serbest ve tutuklu invertaz igin  maksimum
reaksiyon hizi (Vmax), Michaelis-Menten sabitleri (Kn) verilerin resiprokal
grafiginden (Lineweaver-Burk grafigi) hesaplandi. Grafik, enzim katalizli
reaksiyon icin Michaelis-Menten denklemine uyan iki dogru verdi.
Lineweaver-Burk grafiginden hesaplanan serbest invertaz igin gorunen
Michaelis sabitleri Kn ve Vmax, sukroz igin, sirasiyla 18 mM ve 167 Umg™
enzim olarak bulundu ve immobilize enzimin kinetik sabitleri kesikli
sistemde tayin edildi. Magnetik poli(GMA-ko-MMA) mikrokureler tzerine
kovalent olarak baglanan invertaz igin gorulebilir K., degeri 32 mM olarak
bulundu. immobilize enzimin V.« degeri, magnetik mikrokirelerine 92
U/mg protein olarak degerlendirildi. Beklenildigi gibi, glutaraldehit ile

aktive edilen kureler Uzerine enzim immobilizasyonu isleminden sonra K,
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ve Vmax degerleri 6nemli oranda degisiklik gosterdi. Serbest ve tutuklu
invertaz arasindaki kinetik parametreler arasinda goézlenen farkin,
enzimin immobilizasyon sirasinda konformasyonunda deformasyon
olmasi olarak duasunuldd. Poli(2-hidroksietil metakrilat-glisidil metakrilat)
filmi ylUzeyi Uzerine kovalent olarak tutuklanan invertaz i¢cin Bayramoglu
ve ark. tarafindan elde edilen sonuglarla karsilastirildiginda, tutuklu
enzimin K, degeri, serbest forma kiyasla, 14’den 38 mM’a arttigi
gozlendi. K, degerindeki artis sonucu enzimin substrata olan ilgisinin
azalmasindan kaynaklandigi, ayrica, tutuklamanin bir sonucu olarak Vmax
degerindeki azalis, Kn degerindeki artigla ilgili oldugu
disinild('9202°3241 - Chen ve ark., tarafindan elde edilen sonuglarla
karsilastirildiginda, ylzeyi modifiye edilmis polianilin film Gzerine
invertazin tutuklanmasi sonucu, kovalent baglanan enzimin K, degeri,
serbest enzime kiyasla yaklasik 2.3 kat daha bulundu®®. Enzimin
substrata olan afinitesindeki degisim, olasi olarak, tutuklama islemi
sirasinda enzimde meydana gelen yapisal degisiklikler sonucunda tutuklu
enzimin  aktif bdlgesine substratin  kolaylikla ulasamadigindan
kaynaklandigi dasinGldi®®. Ayrica, enzim immobilizasyonu kuirelerin
ylzeyine yakin tarafindaki gézenekli bosluklarda da gerceklesmektedir,
bu yolla da kutle transfer direncinde bir artis beklenmektedir. Bu kosullar
altinda, tutuklu invertaz enzimi serbest eslenegine kiyasla dusuk 6zgullik

sabitlerine sahip oldugu gdézlendi.
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Sekil 3.4. Farkli sukroz konsantrasyonlarinda serbest ve immobilize

invertaz enzim esleniklerinin doygunluk egrisi

3.4. Serbest ve immobilize invertazin Katalitik Aktivitesi Uzerine
Sicakhigin Etkisi

Sicaklik, pH ya da iyonik ortamdaki bir degisiklik proteinlerin
denatlirasyona neden olmaktadir. Serbest ve kovalent tutuklu invertazin
aktivitesi Uzerine sicakligin etkisi Sekil 3.5’de gdsterildi. 20-75 °C sicakhk
araliginda elde edilen aktiviteler, maksimum aktivitenin bir ylizdesi olarak
ifade edildi. Serbest enzimin aktivitesi 35°C’de artarken daha yuUksek
sicakliklarda aktifligi azaldigi igin daha hizh duser. Tutuklu invertaz igin
maksimum aktivite 35-40 °C arasinda elde edildi ve sicaklik profilinin

serbest enzimden biraz daha genis oldugu gézlendi. Optimum sicakliktaki
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artisa, enzimin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin degismesi neden oldugu
gozlendi. Tutuklu invertazin amino gruplari vasitasiyla kovalent bag
olusturmasi sonucu enzimin konformasyonel esnekligini azaldigi ve
enzim molekdlin substratina baglanmak igin uygun konformasyonuna
sahip olma olasiiginin azalmasi sonucu, daha yuUksek bir aktivasyon
enerjisi gereksinimi ile sonuglandigi dusundldi. Enzim tutuklanmasinin
ana nedenlerinde bir digeri de, tutuklamayi takiben, enzim molekullerin
sinirh konformasyonel hareketliliginden dolayi, c¢esitli deaktive edici

kuvvetlere karsi kararliiginda olusmasina beklenen artislardir®.
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Sekil 3.5. Serbest ve immobilize invertaz enzim esleniklerinin aktivitesine
sicakhgin etkisi

3.5. Serbest ve Tutuklu invertaz Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi
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Sukroz hidrolizinde, serbest ve immobilize enzim preparasyonlarin
aktivitesi Uzerine pH’nin etkisi, asetat (pH =3.0-5.5) ve fosfat (pH =6.0-
8.0) tamponlarinda calisildi ve sonuglar Sekil 3.6’da sunuldu. Serbest ve
tutuklu enzimin en yuUksek aktivite degerinin goézlendigi optimum pH
degeri sirasi ile 5.0 ve 6.0 olarak belirlendi. immobilize invertaz icin pH a
bagimh aktivite profilinin serbest enzime kiyasla daha genis oldugu
goruldi. Bu sonug¢ bize kovalent baglanma ile invertaz enziminin
immobilizasyon sonucu enzimin Sicakhga kargi kararhiliginin artiginin bir
gostergesi olarak duasunuldid. Ayrica, pH profiinde gbézlenen bu
genisleme, tutuklu enzimin substrat diflzyon kisitlamasinin yaninda
invertaz enzim molekullerinin magnetik mikroklrelerin ylzeyine ¢ok
noktadan da baglandigini bir gdstergesi olarak da disinildi®?*%, jlave
olarak literatlrde, pH profilinde geniglemenin enzim ve polimerik destek
materyali arasindaki ikincil etkilesimlerden (iyonik ve polar etkilesimler,

hidrojen bagi) kaynaklanma ihtimali oldugu da rapor edilmistir"2%),
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Sekil 3.6. Serbest ve immobilize invertaz enzim egleniklerinin pH profilleri

3.6. Isisal Kararlhhk

Isisal kararlhilik deneyleri, cesitli sicakliklarda substrat yoklugunda
inkGbe edilen serbest ve tutuklu enzimler ile gerceklestirildi. Sekil 3.7'de
serbest ve immobilize invertaz igin 60 ve 70 °C arasindaki isi inaktivasyon
grafikleri gosterildi. Tutuklu invertaz 60°C’de baslangi¢c aktivitesinin
tamamini korurken serbest enzim 120 dakika inklibasyondan sonra
baslangi¢ aktivitesinin %11’ini korudugu belirlendi. Serbest ve tutuklu
enzimler 70°C’de sirasiyla 30 ve 90 dakika islemden sonra baslangi¢
aktivitelerini kaybettiler. Yari dmiar degerleri ve isisal inaktivasyon hiz
sabitleri, serbest ve tutuklu enzim icin iki farkh sicaklikta, ylizde kalan
aktiviteden tayin edildi ve sonuglar invertaz enziminin magnetik poli(GMA-
ko-MMA) mikrokurelerine immobilizasyonu ile 1sisal kararhliginin buyuk
Olgide arttigini godsterdi. Serbest invertaz igin gobzlenen hizli
inaktivasyonun, invertazin konformasyonel yapisinin bozunmasindan
kaynaklandi§i distnildi®®. Serbest enzim 70 °C’de 30 dakika iginde
hizla denatlre olurken, tutuklu enzim de gbzlenen serbest enzime kiyasla

daha yavas denatlrasyonun, invertazin magnetik kurelere ¢ok noktadan
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baglandigini ve immobilize enzimin konformasyonel yapinin kararli
kaldiginin bir gostergesi olarak degerlendirildi®?. Yukaridaki verilen
bilgiler 1siginda, bu c¢alismada kullanilan tutuklama yontemi sonucu,
invertaz enziminin 1sisal kararhihginin belirgin bir artis saglandigi
dogrultusundadir. Ozellikle kovalent bagl sistemlerde, sicaklik ve

denatlire edici ajanlara karsi tutuklu enzimin aktivite kaybi serbest

formuna kiyasla daha fazladir.
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Sekil 3.7. Serbest ve immobilize invertaz enziminin kararlihigina sicakhgin
etkisi

3.7. Depolama Kararlihgi

Genel olarak, eger enzim c¢ozeltide bulunuyorsa, depolama
sirasinda kararli degildir ve enzim aktivitesinin kademeli olarak azaldigi
arastiricilar tarafindan rapor edilmistir. Serbest ve tutuklu invertaz
preparasyonlari, i1slak ve kuru formda saklanabilir. immobilize enzimin

depolama kararlihgi, 6zellikle surekli sistem uygulamalari igin 6nemlidir.
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Asetat tamponu (50 mM, pH =5.0) igindeki serbest ve tutuklu invertazin
depolama kararhligi Sekil 3.8'de gosterildi. Sekilden goéruldugu gibi,
tutuklama islemi enzimin depolama kararlihgini arttirdi, serbest enzim 29
gun igerisinde tum aktivitesini kaybetti. Bunun yaninda, tutuklu enzim ayni
depolama periyodu suresince aktivitesinin %14’0nu kaybettigi gbzlendi.
Bu sonug, tutuklu invertazin serbest enzimden daha fazla bir depolama

kararlihgi gelisimi sergiledigini gosterdi.
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Sekil 3.8. Serbest ve immobilize invertaz enzim egleniklerinin depolama
kararhligi

4. SONUC

Enzim saflagtiriimasi isleminin yluksek maliyeti ve uygulamalarda bir
defa kullaniimasi aragtirmacilar alternatif gozimler bulmaya yonlendirmistir.
Enzimlerin kararhliklarinin ve tekrar kullanim sayilarinin artirilmasi ve buna
bagh olarak Uretim maliyetinin dugurulmesi, yuksek sicaklik uygulamalarina

dayanikhliklarinin artirilabilmesi amaci ile farkli immobilizasyon teknikleri
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kullanilarak enzimlerin kati destek materyallerine kimyasal ve fiziksel yollarla

immobilize edilebilmesi bu ¢galismalarin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmigtir.

Bu calismada, enzim immobilizasyonu teknikleri arasinda yer alan
kovalent baglanma yontemi ile invertaz enzimi magnetik kurelere
tutuklandi. Bu dogruluda, kure yapida manyetik destek malzemeleri
geligtirildi. Sunulan tez c¢alismasi kapsaminda gergeklestirilen deneysel
calismalar; i) Isisal ¢cokturme reaksiyonu sirasinda, manyetik kurelerin
epoksi gruplari, ortamda mevcut olan amonyak varliginda amonolizis
reaksiyonu sonucu kurelerin yluzeyinde, amino gruplarinin olusturulmasi
saglandi; ij) magnetik mikrokurelerin amino gruplarinin aktivasyonu
glutaraldehit kullanilarak saglandi ve bu yolla invertaz enzimi manyetik
kurelerin yUzeyine kovalent olarak immobilize edildi; iij) tez galismasi
magnetik poli(GMA-ko-MMA) mikrokurelerin karakterizasyonu, ve iv)
serbest ve immobilize invertaz esleniklerinin aktivitelerinin tayini, enzimin
katalitik oOzelliginin belirlenmesi, Isisal ve iglemsel kararlihgina farkl
parametrelerin etkisinin arastiriimasi yapilarak tamamlandi. Magnetik
ayirma teknikleri, zor kogullu ayirma basamaklarini elimine ederek kisa
islem suresi ve ekonomik isletim maliyeti getirmesi ve otomasyona ve
surekli sistemlere kolaylikla adapte edilmeleri nedeni ile diger klasik

enzim tutuklama tekniklerine kiyasla dnemli UstunlUkler saglamaktadir.

Sunulan c¢alismanin baslica avantajlari arasinda; i) enzim
tutuklanmasi igin 6n-aktivasyon basamagina ihtiya¢g duyulmamasi; ii)
epoksi grubu yogunlugu, go6zenekliligin ve boy ve boyut dagiliminin

istenildigi gibi kolayca ayarlanabilmesi; iii) daha 6nce bildirilen destek

52



materyallerine kiyasla daha ylksek tutuklama kapasitesine sahip olmasi;
iv) enzim elektrodu yada enzim reaktérinin bir pargasi gibi cesitli
biyoteknolojik uygulamalar igin iyi bir mekanik kararliliga sahip olmasi
olarak siralanilabilir. Daha o6nce bahsedildigi gibi, tutuklu enzimin
optimum pH ve sicaklik profili serbest formuna kiyasla farklihk
gostermistir ve enzimin isisal kararhhgi tutuklama sonucunda artmistir.
Arastirmanin sonucunda elde edilen enzim tutuklu magnetik mikrokuareler
destek materyali olarak ¢ok sayida olumlu &zelliklere sahip oldugu

goruldu ve kovalent olarak invertaz enziminin tutuklanmasinda kullanildi.
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