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OZET

LAKKAZIN POLIAKRILAMIT
VE POLIAKRILAMIT - k-KARRAGENAN

JELLERINE IMMOBILIZASYONU

GOKGOZ, Murat
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danigsman: Yrd. Dog¢. Dr. Haydar ALTINOK

Temmuz 2006, 56 Sayfa

Bu calismada, lakkaz enzimi (L), poliakrilamit (PAAm), poliakrilamit - K-
karragenan (PAAm-K1) ve poliakrilamit- x-karragenan (PAAm-K2) jelleri icine
hapsetme yoluyla immobilize edildi. Optimum pH Serbest lakkaz i¢in 6,0, PAAm e
immobilize edilen lakkaz (PAAm-L) icin 9,0, PAAm-K1 e immobilize edilen lakkaz
(PAAm-KL1) i¢in 8,5 ve PAAmM-K2 ye immobilize edilen lakkaz (PAAm-KL2) i¢in
8,0 olarak bulundu. Optimum sicaklik ise serbest L i¢in 45 °C ve immobilize lakkaz
icin de 60 °C olarak belirlendi. Serbest L 15 giin 4 °C da depolama sonunda,
baslangig aktivitesinin ancak % 35 ini korurken, 60 giin 4 °C da depolamada PAAm-
L % 44 inii, PAAM-KL1 % 63 iinii ve PAAm-KL2 nin ise % 68 ini korudugu
gozlendi. Immobilize enzimler iki giinde 35 kez tekrar kullanildiklarinda PAAm-L
baslangi¢ aktivitesinin % 28 ini, PAAm-KL1 % 45 ini ve (PAAmM-KL?2) ise % 58 ini

korumaktadir. Serbest L, PAAm-L, PAAm-KL1 ve PAAmM-KL2 i¢in K, degerleri



sirasiyla 6,90, 7,30, 7,38 ve 7,40 UM ve V. degerleri 2,7, 1,37, 1,68 ve 1,70

uM.dak™ olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Hapsetme, enzim immobilizasyonu, poliakrilamit, karragenan,

lakkaz
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ABSTRACT

IMMOBILIZATION OF LACCASE
IN POLYACRYLAMIDE AND

POLYACRYLAMIDE - k-KARRAGENNAN JELS

GOKGOZ, Murat
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry, M.Sc Thesis
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Haydar ALTINOK

July 2006, 56 pages

In this study, laccase enzyme (L) was immobilized by method of entrapment
in polyacrylamide (PAAm), polyacrylamide - x-Carragennan (PAAm-K1) and
polyacrylamide - x-Carragennan (PAAm-K2) gels. Optimum pH was determined
6,0 for free L, 9,0 for immobilized laccase in PAAm (PAAm-L), 8,5 for immobilized
laccase in PAAm-K1 (PAAm-KL1) and for immobilized laccase in PAAm-K2
(PAAm-KL2). Optimum temperature was determined 45 °C for free L and 60 °C for
immobilized laccases. Retained enzyme activities were found to be ca. 44 % for
PAAm-L, 63 % for PAAm-KL1 and 68 % for PAAm-KL2 after storage for 60 days
at 4 °C. But the free enzyme activity was found 35 % after storage for 15 days at 4
°C. PAAm-L, PAAm-KL1 and PAAmM-KL2 were retained 28 %, 45 % and 58 % of
their initial activities were used repeatedly 35 times in two days, respectively.

Kinetic parameters were calculated as 6,90 uM, 7,30 uM, 7,38 uM and 7,40 uM for

iii



K. and 2,7, 1,37, 1,68 and 1,70 uM.min'1 for Vpax for free L, PAAm-L, PAAmM-KL1

and PAAm-KL2, respectively.

Key Words: Entrapment, immobilization of enzyme, polyacrylamide, Carragennan,

laccase
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1. GIRIS

Cevre kirliligi olgusu son zamanlarda dogada diizenli isleyen dengeleri bozar
duruma gelmistir. Gegen yiizyildan beri hizla gelisen ve ilerleyen endiistrilesme
sonucu ¢evre kirliligi her gecen giin artmakta ve atiklarin niteligi ve niceligi de
degismektedir. Doga kendi icinde ekolojik dengesi ile bu kirliligi belli bir 6l¢iide yok
edebilmektedir ancak ¢evre kirliligi i¢cin onlemlerin alinmamasi ve kirlenmenin hizla

artmast sonucu ekolojik denge geri doniisiimii imkansiz sekilde bozulmaktadir.

Cevre Kkirleticileri fiziksel, kimyasal ve biyolojik atiklar olarak
siniflandinilabilir. Dogadaki mikroorganizmalar, bazi kirleticileri karbon ve enerji
kaynag1r olarak kullanarak zararli etkileri azaltmaktadirlar, fakat bu atiklar
mikroorganizmalarin yikabilecegi kapasitenin iizerine c¢ikarsa, ekolojik dengeyi
olumsuz yonde etkiler. Atiklarin yaratacagi sorunlarin giderilmesi i¢in cesitli aritma
sistemleri gelistirilmistir, ancak bu sistemlerin kurulmas1 ekonomiye 6nemli bir yiik
getirmektedir. Bu nedenle, cevre Kkirliligine yol acan bazi zararli maddelerin
giderilmesinde diisiik maliyetli ve etkin metotlarin gelistirilmesi ekonomik acidan
onemlidir. Son yillarda ¢evre kirliligine yol acan atiklarin daha etkin bir sekilde
giderilmesi icin gelistirilen yontemler arasinda biyolojik aritim ydntemleri 6n plana

cikmaktadir.

Biyoteknoloji, organizmalarin, biyolojik sistemlerin ve bunlarin siireclerinin
pratik ve ticari amaglar icin kullanilmasi olarak tanimlanabilir. Biyoteknolojik
teknikler, fermantasyon, enzim teknolojisi, hiicre doku ve kiiltiirii tekniklerini gibi

cesitli  aktiviteleri icermektedir. Biyoteknolojik siireclerde temel kavram



mikroorganizmalarin atik maddeleri besin olarak kullanmasi ve cevreye zarar

vermeyecek bilesiklere doniistiirmesidir."

Mikroorganizmalar, atik maddeleri enzimatik olarak parcalamaktadirlar.
Ancak mikroorganizma yerine dogrudan onlardan elde edilen enzimlerin
kullanilmasi bircok avantaj saglar.(z) Enzimlerin kullanildig1 proseslerde, enzim
kaynagi olarak, mikroorganizmalarin kullanilmasi ile diger yontemlerde kullanilan
havalandirma ve ¢oktiirme tanklarina ihtiya¢ olmadig icin, yatirim masraflar1 azalir.
Enzimler secici ve aktif biyomolekiillerdir ve bir destek iizerine tutuklandiklarinda,

mikroorganizmalara gore daha genis pH ve sicaklik araliginda ¢alisabilmektedirler.

Yukarida bahsedilen iistiinliiklerine karsin, enzimlerin tekrar kullanilmalari
ve reaksiyon ortaminda bulunan tepken veya iiriinlerden ayrilmasinin zorlugu,
yontemin maliyetini olduk¢a arttirmaktadir. Bu problemi gidermek i¢in, enzimler,
bir destek icine yada iizerine, cesitli yontemlerle immobilize edilebilmektedirler.
Immobilizasyon ile enzimler, katalitik proseslerde aktifliklerini koruyarak, tekrar ve

siirekli kullanilabilmektedirler.

Immobilizasyon yonteminde destek olarak kullamlacak materyaller, kullamim
amacina uygun sekilde se¢ilmelidir. Destek materyali, suda ¢6ziinmeme, gbzenekli
yapida olma, mekanik, kimyasal, biyolojik ve termal kararliliga sahip olma gibi
ozelliklere sahip olmalidir. Istenen 6zelliklerde hazirlanabilmesi ve maliyetlerinin

diisiik olmas1 nedeniyle, polimerik materyaller daha ¢ok kullanilmaktadirlar.

Bu tez calismas1 kapsaminda, lakkaz enziminin, poliakrilamit ve poliakrilamit
- K-karragenan polimerik destek materyallerine, hapsetme yoluyla immobilizasyonu
gerceklestirilmistir. Serbest ve immobilize lakkazin aktifligine, pH, sicaklik,

depolama siiresi, substrat derisimi gibi parametrelerin etkisi arastirilmig, termal



kararlilik ve kinetik parametreler belirlenmis ve immobilize lakkazin tekrar

kullanilabilirligi incelenmistir.

1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Polimerler

Polimerler, ¢ok sayida monomerin kimyasal baglarla baglanarak

olusturduklart biiyiik molekiillerdir.

Polimerler “monomer” denilen tekrarlanan birimlerden olusurlar. Aym tiir
monomer biriminin tekrarlanmasiyla olusan polimerlere “homopolimer”, farkli tiir
monomer birimlerinin tekrarlanmasiyla olusan polimerlere “kopolimer” denir.
Polimerler, diiz zincirli, dallanmis veya capraz bagli olabilirler. Polimerler sentetik

olarak elde edilebilirler veya dogal olarak bulunabilirler.

1.1.1.1. Polimerlerin Sentezi

Monomer birimlerinden, polimer molekiillerinin olusmasi icin gerceklesen
tepkimelere polimerlesme tepkimeleri denir. Sentetik polimerler, Carothers
tarafindan yapilan simiflandirmaya gore kondenzasyon polimerleri ve katilma
polimerleri olarak iki gruba ayrilirlar. Kondenzasyon polimerizasyonda, polimer
olusumunda, iki veya daha fazla fonksiyonel grup iceren monomerlerden kiiciik bir
molekiiliin ayrilmas1 s6z konusudur. Katilma polimerizasyonunda ise monomerler
dogrudan birbirine katilarak polimer zincirini olustururlar. Katilma polimerizasyonu

serbest radikaller ve iyonlar (anyon veya katyon) iizerinden yﬁrﬁyebilir.(3)



1.1.2. Poliakrilamit

Amitler, karbonil grubunda ii¢ degerli azot tasiyan zayif bazik bilesiklerdir.”
Metanamit digindaki biitiin amitler, su, alkol ve asetonda ¢oéziinen, beyaz renkli
katidirlar.®) Bazi amit tiirevlerine 6rnek olarak, akrilamit, N,N-dimetilformamit, N-

metilbenzamit, B vitamini (nikotinamit), kafein ve aspartam verilebilir.

Amitler, cesitli sekillerde elde edilebilirler.® C)rnegin akrilamit, akrilonitrilin
hidroliziyle sentezlenebilir. Hidroliz icin, % 6-12 oraninda hidrojen peroksit bulunan

sulu sodyum hidroksit ¢ozeltisi kullanilir.

H,C=—=CH + H,0 ———> H,C=—=CH
CN c—o0

NH,

Sekil 1.1. Akrilonitrilin hidroliz tepkimesi

Akrilamit asetosiyanohidrinden asidik ortamda ve yiiksek sicaklikta su ¢ekilerek de
akrilamit elde edilebilir.” Asetosiyanohidrin ise, asetonun hidrojen siyaniir ile

tepkimesinden elde edilir.

CHg H,C——=CH
H,S0,
NC—C—OH ——> c—o0
125 °C |
CHs NH,

Sekil 1.2. Asetosiyanohidrinden akrilamit elde edilisi



Amitlerin en 6nemli sentez yollarindan biri de karboksilik asit tiirevlerinin amonyak

yada uygun bir aminle tepkimesidir.

H,C=——=CH + NH, »  H,C——=CH
c—o0 T__O
o] NH;

Sekil 1.3. Karboksilik asit tiirevlerinden akrilamit elde edilisi

Amit tiirevleri cogunlukla poliamit olarak kullanilirlar. Proteinler en énemli
poliamitlerdir. Sentetik poliamitlerin en ¢ok kullanilam ise naylon tiirevleridir. Cok
kullanilan bir baska amit tiirevi sentetik polimer de poliakrilamittir. Poliakrilamit,
akrilamitin, peroksit baglaticilari, redoks baslaticilart  veya y-igmlart ile
polimerlestirilmesinden elde edilir. Akrilamit katilma polimerizasyonu ile

polimerlesir. Katilma polimerizasyonu ii¢ basamakta gergeklesir.(ﬁ)

Baslama basamaginda, baslaticinin parcalanmasiyla olusan serbest radikaller
monomer molekiilleriyle etkilesir. Baslatici olarak amonyum persiilfat veya benzoil
peroksit kullanilabilir. Amonyum persiilfat kullanildiginda diisiik sicaklikta radikal

olusup, bu radikal monomere baglanarak monomer iizerinde aktif u¢ olusturur.



o:|—o + HzC:|CH —— 0=—=5—0—H,C—CH;
ONH4 |C:O ONH4 (|_“,:O
NH; NH;

Sekil 1.4. Akrilamitin polimerlesmesinde ilk radikal u¢ olusumu

Biiyiime basamagi, aktif polimer zincirlerinin monomer molekiillerini katarak
biiylidiigii basamaktir. Yani ilk monomerik aktif merkeze akrilamit molekiilleri arka

arkaya katilirlar.

[ . .
O=S—O-H20—C|IH2 + H20=(|3H —» 0=—=5—0—H,C—CH—H,C—CH

ONH, ?=0 ‘|3=O ONH, =0 C¢=0
NH NH
2 2 NH, NH,
S
"
s
0=—S—0 HZC—CI|-| H,C—CH
ONH4 C|):O (|3:O
NH, | NH,

Sekil 1.5. Akrilamitin polimerlesmesinde biiyiime basamagi



Sonlanma basamaginda ise aktif polimer zincirleri, ortamdaki baska bir
molekiille etkileserek aktifliklerini yitirirler. Yani poliakrilamit zincirleri siilfat
radikalleriyle birleserek sonlanabilir. Bunlarin yaninda aktif polimer zincirleri

birbirleriyle birleserek veya ayr1 ayr1 sonlanabilirler.

0
0=—=S—0+H,C—CH H,C—CH + 0=—=$—0"
ONH, c|;=o c|;=o ONH,

NHy | NH,
" I
0=—5—0 HZC—CI|-| Hzo—(lz—o—s=o
ONH, |C=o C=—O0 ONH,
NH, NH,

Sekil 1.6. Akrilamitin polimerlesmesinde sonlanma basamagi

Bir polimer zincirinin sonlanmasi, zincir transfer tepkimeleri ile de
miimkiindiir.® Zincir transfer tepkimelerinde, zincirin aktifligi polimerizasyon
ortamindaki baska bir molekiile aktarilir. Bu molekiiller, baglatici, monomer, ¢oziicii,

zincirin tizerinde bagka bir yer veya baska bir polimer zinciri olabilir.

1.1.3. Karragenan

Karragenan kirmizi deniz yosunlarindan elde edilen lineer bir polisakkarittir.

Karragenanin 3 degisik formu bulunmaktadir. Bunlar kappa (x), iota (1) ve lambda



(M) karragenandir. kappa (k) ve iota (1) tipi karragenanlarin, soguk sudaki
¢Oziiniirliikleri diisiiktiir, sicakligin artmasiyla coziniirliikkleri artar. A-karragenan
tipinin, soguk sudaki ¢oziiniirliigii yiiksektir. Degisik tipteki karragenanlar jel haline
getirilebilir. Jellerin akiciligi ve esnekligi, sicaklik ile degistirilebilir. Karragenan
cOzeltisinin akiskanligi; polimer derisimine, ¢ozelti sicakligina ve karragenanin

tipine baglldlr.(7)
Karragenan tiirlerinin en fazla bulunam ve kullanilan1 k-karragenandir. «-
Karragenan, (1,3)-B-D-galaktopiranoz-4-siilfat-(1,4)-3,6-anhidro-o-D-galaktopiranoz

birimlerinin tekrarlanmasiyla olusmustur.

Sekil 1.7. k-Karragenanin yapisi

Karragenan sogutuldugunda 6nce jel haline gelir, eger biraz daha sogutulursa
daha yogun, kiimelenmis jel elde edilir. Bu kiimelenmis jel isitilirsa, yavas yavas

¢cOziinmeye baslar (Sekil 1.8.).

k-Karragenanin elde edildigi algler arasinda, Rhodophyceaet, Chondrus

crispus, Mastocarpus stellatus yer almaktadir. Karragenanlar, degisik proseslerle



elde edilmektedir. Bunlar; alkolle ekstraksiyon, potasyum kloriir ile jel baskisi ya da

cesitli bazik ekstraksiyonlardir.

Sogutma Sogutma

Isitma Isitma

Cozelti Jel Kiimelenmis jel

Sekil 1.8. Karragenanin sicaklikla ¢6ziinme mekanizmasi

1.1.4. Enzimler ve Genel Ozellikleri

Enzimler, canli hiicreler tarafindan olusturulan ve canli hiicrelerde
gerceklesen binlerce kimyasal reaksiyonu yiiriiten, protein yapisinda, biyokimyasal
katalizorlerdir.*’ Enzim katalizli bir reaksiyonda, substrat enzimin aktif kismina
hidrojen baglar1 ve iyonik baglarla baglanir, daha sonra enzim, substrati reaksiyon
tiriinlerine ¢evirir. Bir enzim molekiilii, dakikada binlerce kez reaksiyon dongiisiine

girip, dongiiyii yiiriitebilir.”’

Enzimlerin en onemli oOzellikleri katalizleme giicleri, kararli ve spesifik
olmalaridir."*'" Enzimlerin yapisint olusturan proteinlerdeki aminoasit siralanisi,
biyolojik aktivitelerinin en biiylik nedenleri arasinda sayllabilir.(lz) Enzimlerin
kararliliklarinin arttirilabilmesi icin, degisik yontemler kullanilmaktadir. Bunlar
arasinda kimyasal modifikasyonlar ve destek tiizerine immobilizasyon siklikla

kullanilmaktadir, *



Endiistride kullanilan enzimlerin % 75 i hidrolitik aktiviteye sahiptir ve dogal
maddelerin depolimerizasyonu i¢in kullanilirlar. Bunlar arasinda, deterjan ve siit
endiistrisinde kullanilan proteinazlar, tim enzim satislarinin yaklasitk % 40 1m
olusturarak en yaygin kullamim alanina sahiptirler. ikinci en genis kullanim alanina
sahip olan karbohidrazlar, firincilik, bira sanayi, damitma, nisasta ve tekstil
sanayinde kullanilmaktadir. Bunlarin yaninda enzimler, alkol, hayvan yemi, kat1 ve

s1v1 yaglar, protein, meyve ve sarap, kagit sanayinde de, kullanilmaktadir."”

1.1.5. immobilizasyon

Immobilizasyon (tutuklama), enzimlerin katalitik aktivitelerini kaybetmeden
siirekli ve defalarca kullanimlarim saglamak {iizere, fiziksel veya kimyasal olarak bir

destek materyali lizerine tutturulmasi olarak tanimlanir.

Endiistriyel ve analitik proseslerin ¢ogu, sulu ortamda gerceklesir. Bu
proseslerde enzimler, substrat ¢ozeltisi ile karistirilir ve ortamda {iriin elde edildikten
sonra enzimler ekonomik olarak geri kazanmilamazlar. Ayrica siirekli {iretim
proseslerinde serbest enzimler kullanllamazlar. Enzimlerin sadece bir kere
kullanilmalar1 ve pahali olmalar1 nedeniyle, bu proseslerin maliyetleri oldukga
yiiksektir. Bu nedenle enzimler suda ¢oziinmeyen bir destege immobilize edilerek
hem defalarca kullanilabilmekte hem de siirekli proseslere uygulanabilmektedir.
Boylece, onemli miktarda ekonomik kazang¢ elde edilmektedir. Giiniimiizde c¢ok

sayida immobilize enzim endiistride kullamImaktadir."*

Genel olarak immobilizasyon uygulamalar enzim sistemleri haricinde, uygun

destek materyallerine ilag, protein, mikroorganizma, bitki ve hayvan hiicreleri,
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biyosensor ve biyoreaktor uygulamalari ve kontrollii ilag salinim sistemlerinde

yaygin bir sekilde kullanilmaktadir."™

Tarihte ilk enzim immobilizasyonu 1916 yilinda Nelson ve Griftin tarafindan
adsorpsiyon yontemiyle yapilmistir. Nelson ve Griftin sakkarozu hidroliz etmek i¢in
maya invertazim mangal komiiriine adsorbe etmislerdir. Immobilize enzim
sistemlerinin pratik olarak ilk kullanimi ise Grobhofer ve Scheilth (1954) tarafindan
yapilmistir. Arastirmalarinda; karboksipeptidaz, diastaz, pepsin ve riboniikleaz
enzimlerini poliaminostiren recinesine kovalent baglanma ile immobilize etmisler ve
bu immobilize enzim tiirevlerinin kinetik parametrelerini incelemislerdir. Daha sonra
da immobilizasyon c¢alismalar1 diinyanin her tarafinda yayginlasmis ve c¢esitli

enzimler degisik amaglarla immobilize edilmistir.""

1.1.5.1. immobilize Enzimlerin Avantaj ve Dezavantajlar

Immobilize enzimlerin serbest enzimlere gore pek ¢ok islevsel avantajlari

vardir. Bunlardan en 6nemlileri su sekilde siralanabilir. (16,17.18)

e Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir (stizme, santrifiijleme
v.b.) enzimin olusan iiriinii kirletmesi gibi bir sorun olmaz.

e Siirekli proseslere uygulanabilir.

¢ Bircok kez ve uzun siire kullanilabilir.

e (Cevre kosullarina (pH, sicaklik v.b.) kars1 daha dayaniklidir.

¢ Dogal enzime kiyasla daha kararlidir.

e  Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

¢ Birbirini izleyen ¢cok adiml reaksiyonlar i¢cin uygundur.
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¢ Enzimin kendi kendini parcalamasi olasilig1 azalir.

Immobilize enzimlerin bazi dezavantajlari da vardir. Bunlar da su sekilde

siralanabilir.>2?

e Immobilizasyon islemi boyunca enzim aktifligi azalabilir veya kaybolabilir.

¢ (Cok basamakli immobilizasyon islemlerinde enzim karalilig1 sinirhidir.

¢ Enzim tagiyicilarinin maliyeti yiiksektir.

1.1.5.2. Enzim Destek Materyali

Enzim immobilizasyonunda destek olarak dogal ve sentetik bir¢cok organik ve

anorganik materyal kullamlmaktadir.*" Cizelge 1.1°de enzim immobilizasyonunda

kullanilan baz1 destek materyalleri verilmistir.

Cizelge 1.1. Enzim immobilizasyonun da kullanilan baz1 destek materyalleri

Dogal Polimer Sentetik Polimer Anorganik
Seliiloz Stiren esasli polimerler Kil

Nisasta Akrilamit esasli polimerler Cam

Aljinat Naylon Silikajel
Karragenan Vinil ve allil polimerler Ponza tas1
Kollagen Akrilat esasli polimerler Aktif karbon
Jelatin Iyon degistirici recineler Metaller
Albtimin Maleik anhidrit polimerleri Metal oksitler
Ipek Bentonit
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Destek materyaline baglanmada enzim molekiiliiniin protein yapisindan
yararlanilir. Enzim molekiilii iizerindeki fonksiyonel gruplar baglanmada etkilidir.
Bunlarin yaninda immobilizasyonda kullanilacak destek materyallerinde bazi

ozellikler de aranir, bunlar su sekilde siralanabilir: a4

e Hidrofilik karakter

e Suda ¢6ziinmeme

e Gozenekli yap1

e Mekanik dayaniklilik ve uygun partikiil biiyiikligii
e Kimyasal ve termal dayaniklilik

e Mikroorganizmalara kars1 direncli olma

e Ucuzluk

e Zehirsizlik

1.1.5.3. Enzim immobilizasyon Yontemleri

Enzim immobilizasyonu icin ¢esitli yontemler kullanilabilir. Bu yontemler
kimyasal veya destege baglanma ve fiziksel veya destek i¢cinde alikonma olarak iki
ana baslik altinda incelenebilir. Immobilizasyon yontemlerinin simiflandiriimas: Sekil

1.9.°da ki gibi yapilabilir.
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Enzim Immobilizasyon

Yontemleri
Kimyasal Fiziksel
(Baglama) (Tutuklama)
Capraz Enzim Tastyiciya Jelde Mikro Lipozom
Baglama Kopolime- Baglama tutuklama kapsiilleme teknigi
rizasyonu
Fiziksel Adsorpsiyon Iyonik Selat Kovalent Biyospesifik
adsorpsi- ve ¢apraz baglama baglama baglama baglama
yon baglama

Sekil 1.9. Enzim immobilizasyon yontemlerinin siniflandirilmasi

1.1.5.3.1. Kimyasal Immobilizasyon Yontemleri

Kimyasal immobilizasyon yontemlerinde suda c¢oziinmeyen aktiflestirilmis
destek maddesi ile enzim arasinda kovalent bag olusur veya birden fazla enzim
molekiilii arasinda ¢apraz bag olusur. Kimyasal yontemler cogunlukla tersinmezdir.

. o . L <o 1. (17,22
Yani serbest enzimin tekrar geri kazanimi miimkiin deglldlr.( 22)

Kimyasal yontemlerle immobilizasyonda, enzimin ¢ok kararli olmasi ve
destek maddesinin dayanikli olmasi gibi avantajlar vardir. Ancak immobilizasyon

veriminin siirli olmasi, 6zel reaksiyon sartlar1 gerektirmesi, kimyasal olarak inert
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olan destek maddelerine uygulanmasi i¢in aktivasyon iglemini gerektirmesi gibi

N 23
sorunlar da s6z konusudur.®”

1.1.5.3.1.1. Kovalent Baglanma

Enzimlerin aktif tasiyict1 destek maddesine kovalent baglanmast ¢ok
kullanilan bir yontemdir. Bu yontem enzim tiirevlerinin ¢cok kararli olmasimi saglar
ve enzimin ¢ozeltiye gecmesini onler."” Kovalent baglanma, genellikle enzimin

yapisina uygun fonksiyonel gruplar bulundugunda kullanilir.

Enzim tasiyici destek maddesine baglanirken, baglanmanin enzim aktivitesi

icin zorunlu gruplardan olmamasi ve o gruplarda sterik etkinin arttirilmamasina

dikkat edilmelidir.

Kovalent baglanma ile immobilizasyonda eger tasiyici destek maddesi aktif
degilse oOnce destek maddesi aktiflestirilir, daha sonra da enzimin kovalent

baglanmasi gerceklestirilir (Sekil 1.10.).

[ .y L
7 — = 2 :EE
? —  Axiiflestirme f ., Enzim 7 —
1= " JE 1=
': :x /| [
A= = N
Destek Aktiflesmis Enzim bagl|
destek destek

Sekil 1.10. Kovalent baglanma ile immobilizasyon
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Tastyic1 destek maddesi; hidroksil, karboksil, amino, tiyol gibi fonksiyonel
gruplar tagimalidir. Enzimin tasiyic1 destek maddesine baglanan fonksiyonel gruplari
ise polipeptid zincirlerin o—amino gruplari, arjinin ve lizinin a—amino gruplari,
glutamat ve aspartatinin o—karboksil gruplar1 ve zincirlerin o—karboksil gruplari,
serin ve treaninin hidroksil gruplari, tirozinin aromatik zincirleri, histidinin imidazol
halkasi, triptofanin indol halkas1 ve sisteinin siilfidril gruplar1 gibi gruplardir.
Immobilizasyon reaksiyonunda aktiflestiriciler, enzimin bu fonksiyonel gruplar ile
ve tastyicilarin icerdigi diazonyum tuzu, asit azid, izosiyanat, imin, imido-ester ve

halojeniirler gibi reaktif gruplar ile kovalent bag olustururlar.*"

1.1.5.3.1.2. Capraz Baglanma

Enzim molekiilleri herhangi bir tasiyici destek maddesine ihtiyag duymadan,
kendi aralarinda molekiil i¢i veya molekiiller arasi ¢apraz baglanarak immobilize
olabilirler. Bu metot ii¢ boyutlu c¢apraz baglanmis enzim olusumu esasina
dayanmaktadir. Capraz baglanma ile enzimlerin immobilizasyonu ¢ok basit olmasina
ragmen enzimlerdeki 0zel fonksiyonel gruplarin c¢apraz baglayic1 olarak
kullanilabilmesi i¢in gereken sartlarin secimi ve kurulmasi zordur.”” Enzim aktifligi,
reaksiyon siiresi, sicaklik, iyonik siddet, pH, capraz baglayic1i madde ve enzim
konsantrasyonu gibi faktorlere ve bunlar arasindaki dengeye baglidir. Bu metodun en
onemli avantaji, tek bir islemde enzimleri immobilize etmek icin iki yada cok
fonksiyonlu maddelerin kullanilabilmesidir. Bu metodun dezavantaji ise yiiksek
aktiflik gosteren immobilize enzim elde etmek icin molekiiller arasi ¢apraz baglanma
reaksiyonunun kontrol edilmesindeki zorluklardir. Capraz baglayici olarak enzim

immobilizasyonun da kullanilan ¢ok fonksiyonlu maddeler, diazobenzidin, 1,5-
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diflor-2,4-dinitro benzen, gluteraldehit, triklor-s-triazin, hekzametilendiizosiyanat,

2,4-diizotiyosiyanotoluen dir.**

1.1.5.3.2. Fiziksel Immobilizasyon Yontemleri

Fiziksel yontemlerde enzim herhangi bir kimyasal bag olmadan, destek
maddesine tutturulur veya hapsedilir. Bu yontemlerde enzim immobilizasyonu bazi
fiziksel kuvvetlerin etkilestirilmesiyle (elektrostatik, protein-protein etkilesmesi,
iyonik baglarin olusumu vb.) enzimin destek maddesindeki bosluklar icerisinde veya
gozenekli membranlar da tutturulmasiyla saglanir. Fiziksel immobilizasyon metotlar

tersinirdir. Ancak bazi ¢calismalarda, tersinmez bag olusumlari da gozlenmistir.

Fiziksel metotlar adsorpsiyon ve hapsetme ile immobilizasyon olarak iki

gruba ayrilabilir.

1.1.5.3.2.1. Adsorpsiyon ile Immobilizasyon

Enzimin tagiyici destek iizerine fiziksel adsorpsiyonu, genis uygulama alani
olan basit bir immobilizasyon yontemidir."”** Adsorpsiyon yontemi ile enzim
immobilizasyonu kat1 destek tasiyici iizerinde enzimin fiziksel adsorpsiyonuna veya
iyonik baglanmasina dayanir. Fiziksel adsorpsiyonda immobilizasyonu saglayan
kuvvetler; hidrojen baglari, Van der walls kuvvetleri ve hidrofobik etkilesimlerdir.(27)
Adsorpsiyon yonteminde uygun bir ¢ozelti icinde ¢oziinmiis halde bulunan enzim,
destek ile belli bir siire etkilestirilerek enzimin destege tutturulmasi saglanir.

Immobilize enzimde hemen hemen hi¢bir kimyasal degisiklik olmaz. Ciinkii destek

materyali ile kimyasal bir tepkime olmamaktadir. Etkin bir immobilizasyon islemi
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icin, sicaklik, adsorbanin miktari, enzim derisimi, iyonik siddet, pH ve c¢oziicii
karakteri gibi degiskenlere baglidir. Adsorpsiyon ortaminin kosullari, enzimin
fizyolojik kosullarina c¢ok yakin olarak diizenlendiginde, aktivite kaybi1 oldukca

diistiktiir.

Bu avantajlarin yaninda optimum kosullarin saglanma gii¢liigii ve enzimle
destek arasinda zayif bir cekim varsa enzimin desorpsiyonu ile iiriin kirlenmesi gibi
dezavantajlar da sdz konusu olabilir. Adsorpsiyon yonteminde en ¢ok kullanilan
adsorbanslar; anyon ve katyon degistiricili recineler, aktif karbon, sentetik ve dogal
polimerler, silikajel, nisasta, killer, aliimina, bentonit, seramikler ve g&zenekli

camlardir.®®

1.1.5.3.2.2. Hapsetme ile iImmobilizasyon

Bu yontemle immobilizasyon, enzimin bir polimer matriksin orgii yapisi
icinde veya etraft cevrili bir membran i¢inde alikonulmasi esasina dayamr.(29) Bu
yontemde polimerik matriksin yapisi, substrat ve iiriin ¢ikigina izin verdigi halde
enzimin disariya kagmasini engelleyecek yapidadir. Bu yontemin kovalent ve ¢apraz
baglanma yontemlerinden farki enzimin jel matris ve membrana bagli olmamasidir.
Bu yontem her tiir enzimi, biyokatalizorleri, bazi canli hiicreleri ve farkh

biiyiikliikteki mikroorganizmalar1 hapsetmek i¢in kullanilabilen genel bir yontemdir.

Bu yontem c¢ok kolay uygulanabilen fiziksel bir yontemdir. Kimyasal
baglanma olmadigindan yiiklii tasiyicilara ihtiyag¢ yoktur. Ancak enzimin

immobilizasyon islemi sirasinda inaktive olabilmesi gibi sorunlar olabilir.
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Enzim hapsetme yontemi icin organik ve anorganik yapiya sahip bir¢ok
tagiyict destek maddesi kullanilir. Bu tasiyicilar partikiil, tiip, membran ve fiber
seklinde olabilir. Cizelge 1.2.°de enzim hapsetme yonteminde yaygin olarak

kullanilan baz1 polimerler gosterilmistir.

Cizelge 1.2. Enzim hapsetme icin kullanilan bazi destek maddeleri

Dogal Destek Maddeleri Sentetik Destek Maddeleri
Polisakkarit kokenliler Poliakrilatlar
- Seliiloz Polistiren
- Aljinat Vinil ve alil polimerler
- Karragenan Poliamitler
Protein kokenliler Maleik andrit bazli kopolimerler
- Kollajen

Enzim hapsedilmesi i¢in tagiyic1 destek maddesi secilirken ¢esitli faktorlerin
g6z Oniinde bulundurulmas1 gerekir. Bunlar; fiziksel form, sertlik ve dayaniklilik gibi
mekanik 0Ozellikler, kimyasal ve mikrobiyal etkilere karsi direng, hidrofilik /

hidrofobik u¢ orani, ge¢irgenlik, yilizey alani, maliyet ve kolay bulunabilirliktir.

Hapsetme ile immobilizasyon yontemi, mikrokapsiil ile hapsetme, kafes tipi

hapsetme olarak iki sekilde yapilir.

a) Mikrokapsiil ile Hapsetme Yontemi : Bu yontemde enzim molekiilleri 10-1000 pm
caph kiiciik yan gecirgen membranlara hapsedilir. Yar1 gecgirgen membran, biiyiik

protein veya enzimlerin mikrokapsiil disina ¢ikmasina engel olurken, kiigiik substrat
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ve Uriin molekiillerinin  serbest¢ce  giris-¢ikisina izin  verir. Enzimlerin
mikrokapsiillenmesi i¢in iki yontem kullamilir. Bunlar faz aynmi ve ara yiizey

polimerizasyonudur.

Faz ayrimi yonteminde, enzim ve mikrokapsiilii olusturan ¢6zelti damlalar
seklinde coktiiriiciiye ilave edilir. Ara yiizey polimerizasyonun da ise enzimin sudaki
cozeltisi, suyla karismayan organik ¢ozelti igerisinde emiilsiye edilir. Ortama eklenen
polimer ¢ozeltisi, enzim mikro damlalarinin etrafinda membran olusturur. Boylece

enzim polimerik membran tarafindan sarilarak mikrokapsiillenmis olur (Sekil 1.11.).

Mikrokapsiilleme yonteminde herhangi bir kimyasal baglanma olmadigindan
enzim aktifligi serbest enzim aktifligine yakindir. Bu yontem ile oldukca biiyiik
yiizey-hacim oranina ulasilir.®” Bu oraninin biiyiik olmasi da mikrokapsiil icerisinde
olusan enzim substrat reaksiyonunu olasiligini arttirir. Bu yontemde mikrokapsiil
olusumu sirasinda yiiksek protein konsantrasyonuna gerek olmasi ve yiiksek molekiil

agirlikli substrat ve liriinler gerektirmesi gibi dezavantajlar sz konusudur.
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Sekil 1.11. Mikrokapsiilleme ile immobilizasyon
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b) Kafes Tipi Hapsetme Yontemi : Kafes tipi hapsetme yoOntemi, capraz bagh
polimerlerin bosluklar igcinde enzimin tutulmasi esasina dayanir. Bu yontemde
enzim iceren monomer yada polimer ¢ozeltilerine uygun bir kimyasal baglatici, UV
veya <y-1sinlar1 uygulayarak yiiksek oranda ¢apraz bagli bir polimer ag1 olusturulur.
Enzim molekiilleri fiziksel olarak polimer kafes igerisinde tutulur ve jel matriksin
disina ¢ikamaz, fakat substrat ve iiriin siirekli kafes icine girig-¢ikis yapabilir. Enzim
kimyasal degisime ugramaz ve enzimin intrinsik 6zelliklerinde herhangi bir degisim
gozlenmez. Ayrica bu yontemde farkl fiziksel formlarda suda ¢éziinmeyen enzim
tirevleri hazirlanabilir. Jelatinimsi yapiya sahip enzim tiirevleri, immobilize bir
enzimin hem diizenli hem de diizensiz yiizeyler iizerinde kolayca depolamasini

saglar.

Capraz bagli polimer olusturarak enzim hapsedilmesinde en ¢ok kullanilan
polimer,  N,N-metilen-bis-akrilamit ile  capraz  baglanarak  olusturulan
poliakrilamittir.(m) Sekil 1.12.°de capraz bagli poliakrilamit matriksinde enzim

hapsedilmesi gosterilmektedir.
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Sekil 1.12. Polakrilamit jel i¢ine enzim hapsedilmesi

Bu yontemin avantajlari su sekilde siralanabilir, ©'-~%33%

e Capraz bag olusumunda kullanilan gama veya UV 1sinlar enzimin yapisini

ve aktifligini kimyasal metotlara gére daha az etkiler.

e Ortamdaki monomer ve capraz baglayici derisimini degistirerek farkli
biiyiikliikte gbzenek boyutuna sahip polimerik kafesler elde edilebilir.

¢ Polimerlesme kolay ve hizli bir sekilde gerceklesebilmektedir.

Metodun dezavantajlari ise,
e Capraz bagh polimer aglarindan enzimin s1zmast,
e Kiiciik hacimli substratlar i¢in sinirli olmasi ve

e Makromolekiiler substrat i¢in diisiik aktiflik gdstermesidir.
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Yukarida anlatilan enzim immobilizasyon yontemlerinin sematik olarak

gosterilmesi Sekil 1.13.de verilmistir.

Mikrokapsdl ile hapsetme

Kafes tipi hapsetme Adsorpsiyon

Sekil 1.13. Immobilizasyon yontemlerinin sematik gosterimi

1.1.5.4. immobilizasyon Yénteminin Secimi

Yapilan enzim immobilizasyonunun basarili olabilmesi asagidaki faktorlere

baghdlr.(m)

1. Enzim, immobilizasyon yapilacagi kosullarda kararli olmalidir.
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2. Capraz baglayict reaktifler, enzimin aktif wuglart ile reaksiyona
girmemelidir. Enzimin aktif ucuna niifuz etmemesi icin ¢apraz baglayici
reaktif olabildigince biiyiik olmalidir.

3. Immobilizasyonda enzimin aktif ucunun korunmasi gerekir. Ornegin
stilfidril enzimleri, glutatiyon veya sistein ile reaksiyona sokularak
korunabilir ve daha sonra tekrar aktiflestirilebilir.

4. Immobilize enzim, bazi kimyasal reaksiyonlarda Kkatalizér olarak
kullanilacak ise immobilizasyon metodu sec¢ilmeden oOnce reaksiyon
dogas1 goz 6niinde bulundurulmalidir.

5. Immobilizasyon sonunda baglanmamis enzimi uzaklastirmak icin
uygulanan yikama islemi enzimi etkilememelidir.

6. Destek materyalinin mekanik o6zellikleri, 6zellikle fiziksel formu ve

mekanik kararlilig1 goz oniine alinmasidir.

1.1.6. Lakkaz Enziminin Yapisi ve Ozellikleri

Lakkaz (L) enzimi, her molekiili dort bakir iyonu tasiyan bir
oksidorediiktazdir. Lakkaz redoks enzimlerinin bir alt sinifidir. Karbohidraz ve
proteazlar gibi hidrolitik enzimlerinin substrat 6zgiilliigiiniin aksine redoks

enzimlerinin substrat 6zgiilligi oldukca azdir.®”

L enzimi bilinen en eski enzimlerdendir, ilk olarak 1883 yilinda Yoshida
tarafindan, Rhus vernicifera’nin 6zsuyundan izole edilmistir. L. enzimleri bakteriler,
bocekler, yiiksek yapili bitkiler ve mantarlar olmak iizere 4 canli grubunda

(36,37)

tiretilmektedir. L kaynag olan mantarlara, Trametes versicolor, Rhus

vernicifera, Trametes hirsuta, Panus tigrinus, Flavodon flavus, Agaricus bisporus
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ornek olarak verilebilir. Bunlardan beyaz ciiriik¢iil mantarlar ~ daha c¢ok

kullanilmaktadir. Sekil 1.14.de beyaz ciiriikciill mantarlardan biri olan Agaricus

Bisporus goriilmektedir.

Sekil 1.14. Lakkaz iireten Agaricus Bisporus beyaz ciiriik¢iil mantart

Bir L enzimi, kaynagindan molekiil agirligi, optimum pH, substrat 6zgiilliigii
gibi Ozellikleri farkli olan, birka¢ tipte elde edilebilir. L enzimi, glikoprotein
yapisindadir. Enzimin karbonhidrat miktari, agirlikca % 15-45 ini olusturur. Enzim
heksozamin, glukoz, mannoz, galaktoz, fruktoz ve arabinoz gibi karbonhidratlar

icerir.®

Beyaz ciiriik¢iil mantarlardan elde edilen L larm ¢ogu 55-85 kDa molekiil
agirhigindadir, yaklasik 500 amino asitten olugmaktadir. L enziminin optimum pH

aralign  3,0-7,5, optimum sicaklik araligt ise 40-80 °C arasinda degisiklik
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gostermektedir. L enziminin optimum pH degeri kullanilan substrata gore de

degismektedir.®”

L enzimi, aromatik substrati oksitlerken, ayn1 zamanda oksijen molekiiliiniin
suya indirgenmesini katalizler (Sekil 1.15.).%%% L 1n aktif bolgesinde hidratlagmis

elektron, oksijen ve degisik tiplerde bakir atomlar1 bulunur.

Syiik Einda 0,
Lakkaz
Sind Eyuk H0

Sekil 1.15. Lakkazin indirgenme-yiikseltgenme mekanizmasi

L enziminin reaksiyon verdigi substratlar, genis bir aralikta degismektedir. Bu
substratlardan bazilar1 4-benzendiol, siringaldazin, naftol, diklorofenol, metoksifenol,
askorbat, pirogallol, kresol, syringic asit vb. tiirevleridir.*" Genel olarak fenoller,
amino fenoller ve aromatik diaminler ile benzer ozellikler gosteren substratlar, L

enzimi tarafindan oksitlenebilir.*? Sekil 1.16. da siringaldazinin L ile verdigi

tepkime ve sonugta olusan {iriin gtisterilmektedilr.(43 )
H3C_O Siringaldazin O_CH3 HSC Uriin CH3
HO@7=N_N= OH 2H 3 G—N N—:C}
Lakkaz
H3C-O O-CHs H;C-O O-CH,4

Sekil 1.16. Siringaldazinin lakkaz ile verdigi tepkime
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Gliniimiizde enzimlerin 3 boyutlu yapilart ayrnntili bir sekilde X-1ginlari
kristalografisiyle goriintiilenebilmektedir. Bu sekilde pek cok enzimin ii¢ boyutlu

yapist aydinlatilabilmistir. Sekil 1.17.°de Trametes versicolor’dan elde edilen L

(44)

enziminin ii¢ boyutlu yapis1 goriilmektedir.

Sekil 1.17. Trametes versicolor dan elde edilen lakkaz enziminin ii¢ boyutlu yapisi

1.1.6.1. Lakkaz Enzimi ile lgili Yapilan Cahsmalar

L enziminin substratindaki cesitlilik ve pek ¢ok reaksiyonu katalizleyebilmesi

nedeniyle, biyoteknolojide yaygin olarak kullanilmaktadir.

L enzimi, serbest haldeyken veya bir destege immobilize edildiginde farkli
caligmalarda  kullamilmigtir. L enziminin, immobilizasyon ©zelliklerinin

incelenmesiyle ilgili baz1 ¢aligmalar soyle siralanabilir.
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Al-Adhami ve arkadaglan, ti¢ farkli beyaz ¢iiriik¢iil fungustan elde ettikleri L
1 DEAE-Granocel 500, CM- Granocel 500 ve akrilik tasiyicilara kovalent baglanma
ile immobilize etmislerdir. Siringaldazin substrati kullanarak immobilize enzimlerin

aktifligi iizerine pH, sicaklik ve inkiibasyon zamanini etkisini incelemislerdir. >

Delanoy ve arkadaslar1 7. Versicolor dan elde edilen L 1, farkli miktarlardaki
kitosan ile konjuge etmisler ve konjuge L larin aktivitelerine pH ve sicakligin etkisini

inceleyip, kinetik parametreleri belirlemislerdir.*®

Jiang ve arkadagslari, siispansiyon yontemi ile kitosan mikro kiirelerini
gluteraldehitle capraz baglayarak hazirlamiglar ve kiirelerin {izerine L enzimini
immobilize etmislerdir. Immobilize enzimin, immobilizasyon sartlar1 incelenmis ve

bunlarla baglantili olarak pH, sicaklik ve kinetik parametreler tayin edilmistir.“®

Rogalski ve arkadaslan, Cerrena unicolor’dan iiretilen L 1 poroz cam
yiizeyine immobilize etmisler ve immobilize enzimin 8 farkli substrata gore

aktifligini etkileyen parametreleri incelemislerdir.”*>

L enzimi ¢esitli alanlarda biyosensor olarak da kullanilmaktadir. Biyosensor;
fizyolojik ve biyokimyasal bir degisim hakkinda bilgileri saptayan, nakleden ve
kaydeden bir cihazdir. Teknik olarak biyosensor, biyolojik bir kisimla elektronik bir
iletim sisteminin birbirini tamamladigi, biyokimyasal bir sinyali, miktar1 dl¢iilebilir
elektriksel akima doniistiiren bir probtur. Bir biyosensoriin fonksiyonu biyolojik
olarak aktif materyalin biyokimyasal 6zgiilliigiine baglidir. Aromatik amin ve fenolik

bilesiklerin saptanmasi amaciyla L iceren pek ¢ok biyosensor gelistirilmistir.

De Quan ve arkadaslan, yaptiklan ¢alismada, silan ile modifiye edilmis platin

elektrot yiizeyine L 1 kovalent baglamislar ve elektrodun sicaklik ve pH duyarligi,
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kararlilign ve farkli substratlar iizerine etkilerini incelemislerdir.*” De Quan ve
arkadaslarimin yaptiklarnn baska bir ¢alismada L camsi karbon elektrota kovalent

baglanarak immobilize edilmistir. "

Timur ve arkadaslar1 L 1 polianilin matriksine immobilize ederek ince film
hazirlamiglar ve farkli fenoller kullanarak bu  sensoriin  ozelliklerini

incelemislerdir.(48)

Cabrita ve arkadaslar1 n-hidroksi siiksinimit ile modifiye edilmis altin elektrot
tizerine L 1 kovalent bag ile immobilize etmisler ve bu sensoriin 6zelliklerini

incelemislerdir.“”

Cesitli fabrikalardan cevreye verilen atik sular, farkli tiirlerde kirleticiler
icermektedirler. Pek cok ticari isletme atik sularini herhangi bir aritima tabi tutmadan
direkt olarak dogaya bosaltmakta, bu atik sularda gerek alici ¢evrede gerekse o
cevrede bulunan cesitli canlilar {izerinde olumsuz etkilere neden olmaktadir. Bazi
isletmeler ise kimyasal yollarla atik sularmi aritmaktadir. Ancak aritmada kullanilan
kimyasallarin kendileri de birer kirleticidir. Bu nedenle atik sularin aritilmasinda
kullanilabilecek en akillica yontem biyolojik artim yontemidir. Atik sulardaki
kirleticilerin L enzimi kullanilarak uzaklastirilmasi bu enzimin diger bir kullanim

alamdir.

D’Annibale ve arkadasglarinin yaptigi calismada, L eupergite {izerine
immobilize edilmis ve enzimin aktifligine pH, sicaklik ve iyonik siddetin etkisi
incelenmis ve kinetik parametreler belirlenmistir. Ayrica bu immobilize enzim
kullanilarak zeytin fabrikas1 atik sularinda bulunan 12 farkli fenolik bilesigin

uzaklastirilma 6zellikleri incelenmistir.®”
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Lante ve arkadaglarinin yaptig1 calismada L enzimi polietersiilfon membrana
immobilize edilmistir. Siringaldazin substratt kullanilarak enzimlerin aktifligi
tizerine pH ve sicakligin etkisi incelenmistir. Ayrica immobilize enzimin atik

sulardaki farkli fenol tiirevlerini uzaklastirma yetenegi (;ahsllmlstlr.(5 b

Dodor ve arkadaslart 7. Versicolor dan elde edilen L 1 kaolinit {izerine
immobilize etmisler ve immobilizasyon oOzelliklerini incelemislerdir. Ayrica
immobilize enzimle poli aromatik hidrokarbonlarin (PAH) uzaklastirma ¢alismalart

yapmlslardlr.(sz)

Dias ve arkadaslari, serbest L enzimi kullanarak zeytin fabrikasi atik
sularindaki fenollerin uzaklastirilmas1 ve renk giderilmesi iizerine c¢alismalar

yapmuslardir.®”

Zamora ve arkadaslari, silika temelli baz1 destek materyallerne L 1 immobilize
etmisler ve immobilize enzimle cesitli boyar maddelerin renk giderimi iizerine

calismalar yapmlslardlr.(54)

Indigo, tekstil endiistrisinde yaygin olarak kullamlmakta olup cevre kirliligine
neden olan biyolojik yikima direncli bir maddedir. Bu boya tekstil endiistrisinde
ozellikle kot kumaslarinin boyanmasinda kullanilmakta olup, baz1 kotlarin belirli
bolgelerinde boyanin renginin agilmasi igin taglama yapilmaktadir. indigo boyanin L
enzimiyle kot kumasinin belirli bolgelerinde enzimatik olarak kismi yikimiyla

kumasta siirtiinmeden dolay1 meydana gelen dejenerasyon ortadan kaldirilmis olur.

Couto ve arkadaslar, Trametes hirsuta’dan elde edilen L 1 gozenekli
paslanmaz c¢elige immobilize etmisler ve bu enzim ile tekstil boyalarinin renklerinin

giderilmesi ¢alisilmugtir.®>
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Sira ve sarap; etanol, organik asitler, tuzlar ve fenolik bilesikler gibi bir ¢cok
farkli kimyasal bilesigin kompleks karisimlaridir. Renk ve tat sarapta farkli tiirlerde
bulunan belli fenolik bilesiklere baglidir. Fenolik bilesiklerin pek ¢ok grubu sarapta
bulunur. Siiksinik asit tiirevleri ve katesinler tiim saraplarda farkli miktarda
bulunurlar. Sarapta bulunan tiim fenolik bilesikler sarabin yillanmasi sirasinda cesitli
degisimlere ugrarlar ve cesitli reaksiyonlarla birlikte baz1 problemler ortaya ¢ikabilir.
Bu sebeple sarabi ve siray1 fenol bagimli renksizlesme ve tatsizlagsmadan korumak
icin farkli metotlar gelistirilmistir. Bunlardan biri L ile polifenol oksidasyonunu

saglamaktir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Lakkaz (EC 1.10.3.2) (from Agaricus Bisporus, 6,5 U/mg), N,N,N'N’-
tetrametiletilendiamin (TEMED): (C¢H Ny, 116,20 g/mol), k-karragenan, Fluka
(Almanya) firmasindan temin edildi.

N,N’-Metilen-bis-akrilamit: (C;H;9N,O,, 154,16 g/mol), Aldrich (Almanya)
firmasindan temin edildi.

4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzaldehit azin (siringaldazin):  (C;3H29N,Og,
360,36 g/mol), Sigma (Almanya) firmasindan elde edildi.

Amonyum persiilfat: ((NH4),S,0s, 228,19 g/mol), BDH (Ingiltere)

firmasindan temin edildi.

Etanol: (C,HsOH, 46,06 g/mol) ve fosforik asit: (H3;PO4, 98,0 g/mol), Riedel-
de Haen (Almanya) firmasindan temin edildi.

Akrilamit: (H,C=CHCONH,, 71,08 g/mol), sitrik asit (C¢HsO7, 192,13
g/mol) ve sodyum hidroksit (NaOH, 40,0 g/mol) ise Merck (Almanya) firmasindan

temin edildi.

Kullanilan biitiin kimyasallar, analitik safliktadir.
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2.2. Yontem

2.2.1. Kullanilan Cozeltilerinin Hazirlanmasi

L enzimi, 1 mg/mL derisiminde olacak sekilde, pH 6,0, 0,04 M fosfat

tamponunda c¢oziilerek hazirladi. Bu c¢ozelti sadece serbest enzim deneylerinde

kullanildi.

Siringaldazin ¢ozeltileri 0,5 mM derisiminde, etanolde ¢oziilerek hazirlandi.

Substrat derisiminin etkisi incelenirken 0,1-0,6 mM araliginda hazirlandi.

Fosfat tamponu, fosforik asit ¢ozeltisinden 0,4 M sodyum hidroksit eklenerek

derisimi 0,04 M ve pH 6,0 olacak sekilde hazirlandi.

Sitrat tamponu, sitrik asit ¢ozeltisinden 0,4 M sodyum hidroksit eklenerek

derisimi 0,04 M ve pH 5,3 olacak sekilde hazirlandi.

2.2.2. Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Kalibrasyon egrisi ¢izmek i¢in farkli derisimlerde (0,1-0,6 mM) siringaldazin
¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltilerden 1’er mL alinarak iizerlerine 3 mL
sitrat tamponu (pH 5,3) ve 5 mL L c¢ozeltisi eklendi ve 20 °C’da 20 dakika
calkalamali su banyosunda calkalandiktan sonra olusan pembe renkli ¢ozeltilerin
toplam hacmi 10 mL ye tamamlandiktan sonra UV-goriiniir bolge spektrofotometresi
(Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech) kullanilarak 525 nm de absorbanslar 6l¢iildii.
Siringaldazin derisimlerine karsi elde edilen absorbans degerleri grafige gecirilerek

kalibrasyon egrisi hazirland1 (Sekil 2.1.).
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Sekil 2.1. Siringaldazin kalibrasyon egrisi

2.2.3. Poliakrilamit Jeline Enzim immobilizasyonu

L enzimi poliakrilamit jeline hapsetme yoluyla immobilize edildi. 22 mL
enzim ¢oOzeltisi iizerine 2,85 g akrilamit, capraz baglayict olarak 0,15 g N,N’-
metilen-bis-akrilamit ve 10 mg amonyum persiilfat eklendi. Karisim igindeki
bilesenlerin tamamen ¢6ziiniip homojen bir hal almasi i¢in 1 saat magnetik karistiric
ile karistirildi. Bu ¢ozelti tizerine 1 mL TEMED eklendi ve 25 C da 5 dakikada

polimerlesme tamamland1.®® Elde edilen hidrojel 4 °C da saklandu.

2.2.4. Poliakrilamit - x-Karragenan Jeline Enzim immobilizasyonu

L enzimi poliakrilamit — k-karragenan jeline hapsetme yoluyla immobilize

edildi. 22 mL enzim ¢ozeltisi iizerine 0,05 g x-karragenan (PAAm-K1) veya 0,1 gk-
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karragenan (PAAmM-K2) , 2,85 g akrilamit, ¢apraz baglayic1 olarak 0,15 g N,N’-
metilen-bis-akrilamit ve 10 mg amonyum persiilfat eklendi. Karisim igindeki
bilesenlerin tamamen ¢6ziiniip homojen bir hal almasi i¢in 1 saat magnetik karistirict
ile kanistirlldi. Bu ¢ozelti tizerine 1 mL TEMED eklendi ve 25 °C da 5 dakikada
polimerlesme tamamlandi. Elde edilen i¢ i¢ce ge¢cmis polimerik ag yapisindaki jel 4

°C da saklandi.

2.2.5. Lakkazin Aktiflik Tayini

2.2.5.1. Serbest Lakkazin Aktiflik Tayini

Serbest L 1n aktiflik tayini Leonowicz ve Grzywnowicz tarafindan Onerilen
yonteme gore yaplldl.(57) Aktiflik tayininde 3 mL sitrat tamponu (pH:5,3) {izerine 1
mL siringaldazin ¢ozeltisi (0,5 mM) ve 5 mL L cozeltisi (1 mg/mL) eklenerek
tepkime baglatildi. Cozelti ¢alkalamali su banyosunda 20 °C da 20 dakika (t)
calkalandi. Tepkime sonunda olugan pembe renkli iiriiniin, UV-goriiniir bolge
spektrofotometresi kullanilarak 525 nm de absorbans degeri (A) Ol¢iildii. Tepkime
hizi 6lgiilen absorbans degerleri ve kalibrasyon egrisinin egiminden (AAsps/Ac)

faydalanarak asagidaki bagintiya gore hesaplandi.

Ac B AAszs < Ac

Aktiflik = Hiz (V) = = —
At At A Ass

Biitiin Ol¢timler ii¢ kez tekrarlanmig ve her bir absorbans degeri 2 kez okunmustur.
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1 unit enzim; 25 °C da ve pH: 6 da 1 umol benzendiolii kinona ¢eviren enzim

miktaridir.

2.2.5.2 immobilize Lakkazm Aktiflik Tayini

Immobilize L 1 aktiflik tayini Leonowicz ve Grzywnowicz tarafindan
Onerilen yonteme gore yap11d1.<57) 4 mL sitrat tamponuna (pH:5,3), 0,3 mL
siringaldazin (0,5 mM) ve 3 mg enzim hapsedilmis 0,1 g jel eklendi. Karigim
calkalamali su banyosunda 20 °C da 20 dakika calkalandi. Tepkime sonucunda
olusan pembe renkli {iiriiniin UV-goriiniir bolge spektrofotometresi kullanilarak
absorbans degerleri 6lciildii. Olciilen absorbans degerlerinden aktiflik hesab1 Boliim
2.2.5.1. anlatildig1 gibi hesaplandi. Bu islemler her bir kompozisyondaki jel igin
yapilmistir. Biitiin Sl¢iimler ii¢ kez tekrarlanmis ve her bir absorbans degeri 2 kez

okunmustur.

2.2.6. Enzim Aktifligine pH nin Etkisi

2.2.6.1 Serbest Lakkazin Aktifligine pH nin Etkisi

Serbest L 1n aktifligine pH nin etkisini belirleyebilmek amaciyla farkli pH
larda (4,0-8,0) fosfat tamponlar1 hazirlandi. Her bir pH da aktiflik Boliim 2.2.5.1.de
anlatilan yonteme gore yapildi. Tepkime siiresi (20 dakika), sicaklik (20 °C), L

derisimi (1 mg/mL) ve siringaldazin derisimi (0,5 mM) sabit tutulmustur.
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2.2.6.2. immobilize Lakkazin Aktifligine pH min Etkisi

Immobilize L 1n aktifligine pH nin etkisini belirleyebilmek icin farkli pH
larda (4,0-11,0) fosfat tamponlar hazirlandi. Her bir pH da aktiflik tayini Bolim
2.2.5.2.°de anlatilan yonteme gore yapildi. Tepkime siiresi (20 dakika), sicaklik

(20 OC), jel miktar1 (0,1 g) ve siringaldazin derisimi (0,5 mM) sabit tutulmustur.

2.2.7. Enzim Aktifligine Sicakhigin Etkisi

2.2.7.1. Serbest Lakkazin Aktifligine Sicakhigin Etkisi

Serbest L 1n aktifligine sicakhgm etkisi farkli sicakliklarda (20-60 °C)
arastirilmistir. Her bir sicaklik igin aktiflik tayini Bolim 2.2.5.1.’de anlatilan
yonteme gore yapilmistir. Tepkime siiresi (20 dakika), pH (5,3), L derisimi

(1 mg/mL) ve siringaldazin derisimi (0,5 mM) sabit tutulmustur.

2.2.7.2. immobilize Lakkazin Aktifligine Sicakhgm Etkisi

Immobilize L 1n aktifligine sicaklifin etkisi farkli sicakliklarda (20-70 C)
aragtirilmigtir. Her bir sicaklik igin aktiflik tayini Bolim 2.2.5.2.°de anlatilan
yonteme gore yapilmistir. Tepkime siiresi (20 dakika), pH (5,3), jel miktar1 (0,1 g) ve

siringaldazin derisimi (0,5 mM) sabit tutulmustur.
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2.2.8. Enzim AKktifligine Substrat Derisiminin Etkisi

2.2.8.1. Serbest Lakkazin Aktifligine Substrat Derisiminin Etkisi

Serbest L 1 aktifligine substrat derisiminin etkisini incelemek i¢in 5 farkli
konsantrasyonda (0,1-0,6 mM) siringaldazin ¢ozeltileri hazirlanarak, enzim aktiflik
tayini Boliim 2.2.5.1.’de anlatilan yonteme gore yapilmistir. Tepkime siiresi (20

dakika), pH (5,3), L derisimi (1 mg/mL) ve sicaklik (20 0C) sabit tutulmustur.

2.2.8.2. immobilize Lakkazin Aktifligine Substrat Derisiminin Etkisi

Immobilize L 1n aktifligine substrat derisiminin etkisini incelemek icin 5
farkli konsantrasyonda (0,1-0,6 mM) siringaldazin cozeltisi hazirlanarak, enzim
aktiflik tayini Boliim 2.2.5.2.’de anlatilan yonteme gore yapilmistir. Tepkime siiresi

(20 dakika), pH (5,3), jel miktar1 (0,1 g) ve sicaklik (20 0C) sabit tutulmustur.
p J g

2.2.9. Enzim Aktifligine Depolama Siiresinin Etkisi

2.2.9.1. Serbest Lakkazin Aktifligine Depolama Siiresinin Etkisi

Serbest L 1n aktifligine depolama siiresinin etkisini incelemek icin pH 6,0
fosfat tamponunda, 1 mg/mL derisiminde enzim ¢o6zeltisi hazirlandi. Bu c¢ozelti
buzdolabinda 4 °C da sakland1 ve bu cozeltiden 5’er giin arayla 5 mL 6rnek alinarak
Boliim 2.2.5.1.’de anlatilan yonteme gore aktiflik tayini yapilmistir. Tepkime siiresi
(20 dakika), pH (5,3), siringaldazin derisimi (0,5 mM) ve sicaklik (20 OC) sabit

tutulmustur.
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2.2.9.2. immobilize Lakkazin Aktifligine Depolama Siiresinin Etkisi

Immobilize L 1n aktifligine depolama siiresinin etkisini incelemek icin Boliim
2.2.3 ve Boliim 2.2.4 de anlatildigi gibi icerisine enzim hapsedilerek hazirlanan jeller
buzdolabinda 4 °C da saklandi. Bu jellerden 5 er giin arayla 0,1 g drnek alinarak
Boliim 2.2.5.2.°de anlatilan yonteme gore aktiflik tayini yapilmistir. Tepkime siiresi
(20 dakika), pH (5,3), siringaldazin derisimi (0,5 mM) ve sicaklik (20 OC) sabit

tutulmustur.

2.2.10. Enzim Aktifligine Tekrar Kullanim Sayisinin Etkisi

2.2.10.1. Immobilize Lakkazin Aktifligine Tekrar Kullamm Sayis1 Etkisi

Immobilize L 1 tekrar kullanilabilirligini incelemek icin 0,5 g enzim
hapsedilmis jel kullanilarak Boliim 2.2.5.2.’de anlatilan yonteme gore aktiflik tayini
yapilmugtir. Tepkime siiresi (20 dakika), pH (5,3), siringaldazin derisimi (0,5 mM) ve

sicaklik (20 °C) sabit tutulmustur. Deney 2 giinde tamamlanmuistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

3.1. Enzim Aktifligine pH nin Etkisi

Serbest ve immobilize enzimlerin aktivitesi lizerine pH nin etkisini incelemek
amactyla Bolim 2.2.5.1.ve 2.2.5.2.’de anlatildig1 gibi aktiflikler belirlenmis ve bu
degerlerden hesaplanan % bagil aktiflik degerleri pH ya kars1 grafige gecirilmistir
(Sekil 3.1.). Serbest enzim i¢in maksimum aktiflik pH 6,0’da goriilirken, PAAm-L

icin 9,0, PAAm-KLI1 i¢in 8,5 ve PAAm-KL2 i¢cin pH 8,0 de goriilmiistiir.

100 - —O— Serbest L
90 - —— PAAmM-L
80 - —A— PAAmM-KLA1

70 ——PAAmM-KL2
60 -

50 -
40 -
30 -
20 -
10 A

% Bagil Aktiflik

Sekil 3.1. Serbest ve immobilize enzimler i¢in % bagil aktifliginin pH ile degisimi

Enzimler, elektrolit karakterli olduklarindan, enzim aktifligi pH ile degisme
gbsterir.(5 ®» Enzim, substrat ve koenzim molekiillerinde asidik ve bazik gruplarin
varligi ve pH degisimi ile enzim-substrat (ES) kompleksinin kararliligmi etkiler.

Kararlt ES kompleksi olustugunda tepkime hizi maksimumdur. Bunun i¢in enzimler
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icin tepkime hizinin maksimum oldugu optimum pH degerleri belirlenir. Genellikle
lakkaz enzimlerin optimum pH degerleri 3-10 arasindadir. Cok asidik veya cok bazik
ortamlarda enzimler denatiire olacagindan reaksiyon hiz1 tersinmez olarak azalir ve

sifira kadar diisebilir.(45)

Sekil 3.1.’de goriildiigii gibi immobilize enzimlerin optimum pH lar1 serbest
enzime gore daha bazik bolgeye kaymistir. Bunun nedeni, c¢ozeltideki pH
kosullarinin jel matriksinin gozenek alanindaki pH kosullarindan farkli olmasidir.
Optimum pH daki bu degisme iyonik ve polar etkilesimler veya hidrojen bagi ve
dipol-dipol etkilesimi gibi ikincil etkilesimler olabilir.*” Ayrica poliiyonik
matriksler enzim immobilizasyonunda destek maddesi olarak kullanildiginda,
enzimin mikro cevresi ile tepkimenin ana ¢Ozeltisi arasinda protonlarin farkli
derisimlerde bulunmasina neden olurlar. Polianyonlar enzim etrafindaki protonlar
cekme egiliminde iken polikatyonlar bunlan iterler. Dolayisiyla polimerik destek

¢evresindeki pH, ana ¢ozeltinin pH degerinden farkli olabilir.**°"%%)

Sekil 3.1.de immobilize enzimlerin pH larinin da kendi aralarinda farkliliklar
gosterdigi goriilmektedir. Poliakrilamit jeline karragenan eklenerek elde edilen
jellerde de pH nin poliakrilamit jeline gore daha diisiik degere kaydigi goriilmiistiir.
Bu da, ortama eklenen karragenanin, jel matriksindeki ve dolayisiyla enzim

cevresindeki hidrojen iyonu konsantrasyonunu arttirmasindan kaynaklanabilir.(63 )

Immobilize enzimlerin pH araliginin serbest enzimden daha genis olmasi
immobilizasyonun enzim aktivitesini daha genis pH alaninda korudugunun ve

immobilize enzimlerin daha yiiksek pH da bile aktif oldugunun bir gostergesidir.

Bu calismada, poliakrilamit ve poliakrilamit - k-karragenan karisimlarina

hapsetme yoluyla L immobilize edildiginde optimum pH nin arttig1 gézlenmistir. Al-
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Adhami ve arkadaglarinin yaptigi bir calismada L, divinil siilfonla modifiye edilmis
seliiloza kovalent baglanma yoluyla immobilize edilmis ve serbest enzimde 5,2 olan
optimum pH nin seliilozda 8,0 a ¢iktigi gbrﬁlmﬁstﬁr.(45) Baska bir calismada, Lante
ve arkadaslari, polietersiilfon membrana immobilize edilen L serbestken 6,3 olan pH
s1 immobilize edilince 6,6 ya yﬁkselmistir(Sl) Yinghui ve arkadaglart L 1
polivinilalkole kovalent bagla immobilize ettiklerinde optimum pH s 3,2

(64)

bulurken™", D’Annibale ve arkadaslart L 1 eupergite immobilize -ettiklerinde

optimum pH y1 4,0 olarak bulmuslardir.°” D

’Annibale ve arkadaglarmin yaptigi
baska bir calismada kitosan gluteraldehitle capraz baglanmis ve iizerine L
adsorpsiyonla immobilize edilmis, optimum pH nin 4,0 oldugu ve degismedigi
goriilmiistiir.“® Durante ve arkadaslarimin yaptig1 ¢alismada ise L, glisidil metaktilat,
hekzametilendiamin ve gluteraldehit ile asilanmis naylon membrana immobilize

edildiginde pH nin degismedigi ve 7,5 oldugu bulunmustur."”

3.2. Enzim Aktifligine Sicakhigin Etkisi

Serbest ve immobilize enzimlerin aktivitesi iizerine sicakligin etkisini
incelemek amaciyla Bolim 2.2.8.1. ve 2.2.8.2.°de anlatildigr gibi aktiflikler
belirlenmis ve bu degerlerden hesaplanan % bagil aktiflik degerleri sicakliga karsi

grafige gecirilmistir (Sekil 3.2.).
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100 - —O— Serbest L
90 - —a— PAAmM-L
80 —&— PAAM-KL1

70 - —e— PAAM-KL2
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Sekil 3.2. Serbest ve immobilize enzimler i¢in % bagil aktifligin sicaklik ile

degisimi

Sekilde goriildiigi gibi serbest enzim ig¢in maksimum aktiflik 45 °C da
gozlenirken immobilize enzimler icin 60 °C da gbzlenmistir. Dolayisiyla enzim
immobilizasyon islemi ile sicaklifa daha dayanikli hale getirilmistir. Optimum
sicakliktaki bu artig, hapsedilen enzim molekiillerinin konformasyonel esnekliginin
azalmasi ve dolayisiyla enzim molekiiliiniin gérevini yapip substrata baglanmak i¢in
uygun bir konformasyona gelmesi ve yeniden diizenlenmesi i¢cin daha yiiksek bir
sicaklik gerektirmesinden dolayidir. Enzim katalitik aktifligini gosterebilmek igin

daha biiyiik aktiflesme enerjisine sahip olmalidir.®”

Yapilan calismalarda, sicakligin enzim aktifligi tizerine etkisi farkh sekillerde
bulunmustur. Al-Adhami ve arkadaslarinin yaptigi calismada serbest ve seliiloza
kovalent baglanma ile immobilize edilen L 1n optimum sicakliklar1 60 °C olarak

belirlenirken®, D’Annibale ve arkadaslarmin yaptigi c¢alismada eupegite
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immobilize edilen L m optimum sicakligi 55 °C olarak bulunmustur.®” Dodor ve
arkadaslari, kovalent baglanma yoluyla L 1 kaolinite immobilize etmisler ve optimum
sicakliklart serbest ve immobilize enzimler i¢in sirasiyla 40 ve 60 °C olarak

belirlemislerdir. ©2)

Lante ve arkadaslarimin yaptigt calismada, polietersiilfon
membrana immobilize edilen L 1n ve serbest L 1n optimum sicakliklari, sirasiyla 35
ve 40 °C olarak bulunmustur.(m D’ Annibale ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada
L enzimi, kitosana immobilize edildiginde optimum sicakliklar1 50 °C dan 60 °C a
yﬁkselmistir.(62) Rogalski ve arkadaslarimin yaptig1 calismada, L poroz cam yiizeyine

immobilize edilmis ve optimum sicakligi 60 °C olarak bulunmustur.®”

3.3. Enzim Aktifligine Substrat Derisiminin Etkisi

Serbest ve immobilize enzimlerin aktifligine substrat derisiminin etkisinin
incelenmesi icin Boliim 2.2.8.°de anlatilan deneyler yapilmistir. K, ve Vi

sabitlerinin hesaplanmasi i¢in de su yol izlenmistir.

ES —> E + U

Bu esitlikte E:enzim, S:substrat, ES:enzim-substrat kompleksi, Uiiriinii ve k;,

ka, ve k3 de tepkime hiz sabitlerini gostermektedir.

Yukaridaki enzim tepkimesi icin reaksiyon hizi Michaelis-Menten Egsitligi ile

verilir.
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Vmax [S]
K + [S]

Esitlikte V reaksiyon hizini, S substrat derigimini, Vp, maksimum reaksiyon hizini,

K, ise Michaelis-Menten sabitini gostermektedir.

Michaelis-Menten Esitliginin diizenlenmesi ile Lineweaver-Burk Esitligi elde

edilir.

Bu esitlige gore; 1/V, 1/[S] e karst grafige ge¢irildiginde yeni bir dogru elde edilir.
Bu dogrunun egiminden K./Vpn, degeri ve y-eksenini kestigi noktadan ise 1/Vpak

degeri hesaplanmustir.

18 - & Serbest L
16 m PAAmM-L
o 14 - A PAAM-KL1
= 12 u ® PAAM-KL2
%E; 10
= 8 -
©
s d
3 2 M
>
- 2
T T T 0 T T T 1
-15 -10 -5 290 5 10 15 20
1/S (L/mol) x 10*

Sekil 3.3. Serbest ve immobilize enzimleri icin Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge3.1. Serbest ve immobilize enzimlerin kinetik sabitleri

Enzimler K., (UM) V mak (},LM.dak’l)

Serbest L 6,90 2,70

PAAm-L 7,30 1,37
PAAm-KLI1 7,38 1,68
PAAmM-KL2 7,40 1,70

Genellikle immobilize enzimlerin kinetik sabitleri, difiizyon sinirlamalari,
sterik etkiler ve iyonik gii¢c nedeniyle serbest enziminkilerden farklilik gosterirler.
Bunun yaninda immobilize olan enzimin yapisindaki degisiklikler ve substratin
immobilize enzimin aktif bolgelerine daha zor ulagabilmesi de bu farkliliga neden
olmaktadir.® K,, sabiti enzimin substrata olan ilgisinin bir Ol¢iisiidiir. Deney
sonuclarinda enzim immobilize edildiginde K, degerinin arttigi yani enzimin

substrata olan ilgisinin azaldig1 goriilmektedir.

Kinetik parametreler ile ilgili yapilan ¢alismalarda su sonuclar bulunmustur.
Gupta ve arkadaglar1 L 1 altin yiizeyine, gluteraldehit ile immobilize etmisler ve
serbest ve immobilize enzimler i¢in K, degerlerini sirasiyla 0,65 mM ve 5,4 mM
olarak bulmuslardir® D’ Annibale ve arkadaslarmin yaptig1 calismada, serbest L 1
K, sabiti 70 uM dan, eupergite immobilize edildiginde 150 UM ye artarken ve Vi
degeri ise 190 TUmg' den 76 IUmg"' e diistigii gozlenmistir.®” Rogalski ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada L cam yilizeyine immobilize edildiginde K,
sabitinin 80 UM dan 124 uM a yiikseldigi goriilmiistiir.®> Cabrita ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada, L kaolinite immobilize edildiginde K, sabitinin 262 uM den 165

uM e diistiigii belirtilmistir.“” De Quan ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada L
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platin yiizeyine immobilize edilmis ve Ky, sabiti 85 uM olarak bulunmustur” Lante
ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢calismada, lakkaz kitosana konjuge edilmis ve serbest
enzimin 42 mM olan K, sabiti konjuge oldugunda 85 mM ve 95 mM olarak
gbzlenmistir.(5 Y Yine Jiang ve arkadaslarinin kitosan ile yaptigi bir calismada K,
sabiti serbestken 37 UM iken, immobilize edildiginde 1171 uM ye artmis ve Vpax
degeri ise 5,9 mmol dak™ den 6,6 mmol dak! e diismiistiir.(64) D’Annibale ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada ise, L in serbestken 77 uM olan K, sabitinin,

kitosana immobilize edildiginde 256 UM a ciktig1 gbzlenmistir.(62)

3.4. Serbest ve Immobilize Enzimlerin Depolama Kararlihg

Enzim immobilizasyonunda ki en 6nemli parametrelerden biri de immobilize
edilmis enzimin depolama karaliligidir. Serbest L, pH 6,0 fosfat tamponu (0,04 M)
icinde, immobilize L lar ise + 4 °C da depolanarak kararliliklart belirlenmistir.

Depolama kararliliklarinin, depolama siiresi ile degisimi Sekil 3.4.de gosterilmistir.

100 —a— PAAmM-L
—A— PAAM-KLA1
—e— PAAmM-KL2
—O— Serbest L

90 -
80 -
70 A
60
50 -
40 -
30 -
20 -
10
0 ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80

Depolanma Siiresi (giin)

% Bagil Aktiflik

Sekil 3.4. Serbest ve immobilize lakkazin % bagil aktifliklerinin depolama siiresi ile

degisimi
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Serbest enzimle yapilan 15 giinliik calisma sonunda serbest enzimin

Baslangic aktivitesinin % 35 ini korudugu gozlenmistir.

PAAm-L jeline hapsedilmis L 60 giiniin sonunda baglangic aktivitesinin % 44
tinii korurken, karragenan eklenen jellerden PAAm-KL1 yaklasik olarak % 63 iinii,
PAAmM-KL2 ise yaklasik olarak % 68 ini korumaktadir. Ayni depolama sartlart
altinda, immobilize L 1n serbest L dan ¢ok daha yavas aktivitesini kaybettigi

gozlenmistir. Bu da immobilizasyonun enzimi daha kararli hale getirdigini gosterir.

Daha once yapilan ¢alismalarda da, immobilize L 1n, serbest L dan daha
kararli oldugu goriilmektedir. Al-Adhami ve arkadaslarinin yaptig1 calismada DEAE-
Granocele immobilize edilen L 1n 4 ay sonunda baslangi¢ aktivitesinin % 98 ini
korudugu belirtilmistir.*> D’Annibale ve arkadaslarmm yaptii bir cahismada L
eupergite immobilize edilmis ve 2 ayda % 85 aktivitesini korurken 6 ay sonunda
aktivitesi % 53 e diismiistiir.°” Dodor ve arkadaslarimin yaptigi bir calismada,
serbest L 4 ayda % 10 kadar bir aktivite kayb1 gbzlenirken, immobilize oldugunda
aktivite kaybi gbzlenmemistir.(sz) Baska bir calismada D’ Annibale ve arkadaslari, 6
ayda % 17 ye diisen serbest L aktivitesinin, kitosana immobilize oldugunda % 60 a
diistugii belirtmislerdir.“> Quan ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, L platin
yiizeyine kovalent baglandiginda 2 ayda aktivitesinin % 80 ini korudugu

gbrﬁlmii§tiir.(47)

3.5. Iimmobilize Enzimlerin Tekrar Kullamm Sayilari

Enzimlerin immobilizasyonunda ki en énemli parametrelerden biri de tekrar

kullanim sayisidir. Serbest enzim sadece bir kez kullanilabilir, ancak bu enzim uygun
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bir destege immobilize edildiginde defalarca kullanilabilmektedir. Bu calismada
enzimler hapsetme yoluyla immobilize edilmis ve bu enzimlerin tekrar kullanim

sayisini incelemek amaciyla Bolim 2.2.8.1.°de anlatilan aktiflik tayini deneyleri

yapilmistir.

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

0 : : : :
0 10 20 30 40 50

Kullanim Sayisi

—e— PAAmM-L
—— PAAmM-KL1
—&— PAAmM-KL2

% Bagil Aktiflik

Sekil 3.5. Immobilize enzimlerin % bagil aktifliklerinin tekrar kullanim sayilari ile

degisimi

Bu deneylerin sonuglarmma gore, PAAm-L 35 kullammda baslangi¢
aktivitesinin yaklasik % 28 ini korurken, PAAm-KL1 % 45 ini ve PAAm-KL2 de %
58 ini korumaktadir. Bu sonuglara gore tekrar kullanim i¢in en iyi immobilizasyon

PAAmM-K2 ye immobilizasyondur.
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4. SONUCLAR

Bu tez calismasinda elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir.

. Serbest L enzimi, PAAm , PAAm-K1 ve PAAmM-K2 jelleri i¢cine hapsetme

yoluyla immobilize edilmistir.

. Serbest L ve PAAm-L, PAAm-KL1 ve PAAm-KL2 i¢in optimum pH lar

sirasiyla 6,0, 9,0, 8,5 ve 8,0 olarak bulunmustur.

. Serbest L i¢in optimum sicaklik 45 °C ve immobilize edilen biitiin L icin de 60
°C dur.

. Serbest L i¢in K, sabiti ve Vi degeri sirasiyla, 6,9 uM ve 2,7 p,LM.dak'1 olarak
bulunmustur.

. Immobilize L lar icin, PAAm-L, PAAm-KL1 ve PAAm-KL2 sirasina gore Ky,
sabitleri 7,30, 7,38 ve 7,40 UM ve V. degerleri 1,37, 1,68 ve 1,70 ;LM.dak'l

olarak bulunmustur.

. Serbest L. 15 giin depolamasi sonunda baglangic aktivitesinin % 35 ini

korumustur.

. Immobilize L lardan PAAm-L, 60 giiniin sonunda baslangi¢ aktivitesinin % 44
iinii, PAAm-KL1 % 63 iinii ve PAAm-KL2 ise yaklasik olarak % 68 ini
korumaktadir.

. Immobilize L lar iki giin icerisinde 35 defa kullanildiginda, PAAm-L baslangic
aktivitesinin yaklasik % 28 ini korurken, PAAm-KL1 % 45 ini ve PAAmM-KL2

ise % 58 ini korumaktadir.
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