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OZET

BAZI ENZIMLERIN MODIFIYE EDILMIiS POLI(ETILEN TEREFTALAT)
LIFLERE IMMOBILIZASYON SARTLARININ ARASTIRILMASI VE

AKTIVITELERININ TAYINi

TEMOCIN, Ziilfikar
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlst
Kimya Anabilim Dali, Doktora Tezi
Danisman: Prof. Dr. Mustafa YiGITOGLU

Aralik 2008, 95 sayfa

o-Amilaz, lipaz ve peroksidaz enzimleri Hofmann déndsim tepkimesi
ile hazirlanan akrilamit asilanmis poli(etilen tereftalat) lif Gzerine immobilize
edilmistir. iImmobilize ve serbest enzimlerin aktivitesine pH, sicaklik, termal
kararlilik ve depolanma kararhligi gibi degiskenlerin etkisi arastiriimistir.
Ayica, immobilize ve serbest enzimlerin kinetik parametreleri olan Ky ve Vimak
degerleri de belirlenmistir. Enzimlerin optimum pH degerleri immobilizasyon
nedeniyle a-amilaz i¢in 5’den 6’ya, lipaz enzimi i¢in 6'dan 7’ye, peroksidaz

enzimi icin, 8’den 7’ye degisim gdstermistir. immobilize ve serbest enzimlerin



maksimum aktivite gbsterdikleri sicakliklar ise, a-amilaz igin 50°C, lipaz i¢in
40°C ve peroksidaz icin 45°C olarak bulunmustur. immobilize o-amilaz
enzimi 4°C’de 60 glin boyunca aktivitesini korurken serbest a-amilaz enzimi
30 glniin sonunda aktivitesini kaybetmistir. immobilize lipaz enzimi 4°C’de
60 gin siresince aktivitesini %90 oraninda korurken serbest lipaz enzimi
ayni siirede aktivitesini %75 oraninda korumustur. immobilize peroksidaz
enziminin serbest peroksidaz enzimine gére depolanma sartlarinda kararhhgi
artmistir. immobilize a-amilaz 30 tekrar kullanim sonunda aktivitesini %40
oraninda, immobilize lipaz 10 tekrar kullanim sonunda aktivitesini %25
oraninda, immobilize peroksidaz 20 tekrar kullanim sonunda aktivitesini %54

oraninda korumustur.

Anahtar Kelimeler: o-Amilaz, Lipaz, Peroksidaz, immobilizasyon, Poli(etilen

tereftalat).
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE IMMOBILIZATION CONDITIONS OF SOME
ENZYMES ON MODIFIED POLY (ETHYLENE TEREPHTHALATE) FIBERS

AND DETERMINATION OF THEIR ACTIVITIES

TEMOGIN, Zulfikar
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry, Ph. D. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa YiGITOGLU

December 2008, 95 pages

o-Amylase, lipase and peroxidase were immobilized on the
poly(ethylene terephthalate) grafted acrylamide fiber which was prepared
through Hofmann reaction. The effect of such factors as pH, temperature,
thermal stability and storage stability on the activity profiles of the free and
immobilized enzymes was investigated. The kinetic parameters of the free
and the immobilized enzymes, K, and Vna were also determined. The
optimum pH values of the enzymes were shifted from 5 to 6 for a-amylase,

from 6 to 7 for lipase and from 8 to 7 for peroxidase by immobilization. The

iii



maximum activity of the free and the immobilized enzymes occurred at 50°C
for the a-amylase, at 40°C for the lipase and at 45°C for the peroxidase. The
activity of the free a-amylase ended in 30 days, whereas the activity of the
immobilized a-amylase lasted for 60 days at storage conditions. It was found
that the immobilized lipase stored at 4°C retained 90% of its original activity
after 60 days, whereas the free lipase stored at 4°C retained 75% of its
activity after the same period. The immobilized peroxidase showed higher
storage stability than the free peroxidase. a-Amylase immobilized on matrix
maintained 40% of its original activity after 30 times of repeated use. The
immobilized lipase maintained 25% of its original activity after 10 reuses.
Peroxidase immobilized on matrix maintained 54% of its original activity after

20 times of repeated use.

Key Words: a-Amylase, Lipase, Peroxidase, Immobilization, Poly(ethylene

terephthalate)
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1. GiRiS

Biyolojik sistemlerde bilesiklerin sentezi, parcalanma ve Kkismen
doénldsim tepkimeleri enzimler vasitasi ile katalizlenir. Enzimler oldukga etkili
ve segici biyolojik katalizérlerdir. Bircok tepkime i1hman kosullar olarak
tanimlanan; dusuk sicaklik, normal basing ve nétrale yakin pH degerlerinde
enzimler araciigl ile katalizlenir. Enzimler tepkimeleri 10°-10"" kat
hizlandirirlar. Enzimler cok ylksek substrat 6zgulligu olan proteinlerdir.
Enzimler sadece bir substrata karsi etkin oldugu gibi bazilarn ise substratin
belirli bir fonksiyonel grubuna etkimektedir. Enzim katalizli tepkimeler ile canli
hicrelerde minimum enerji harcanarak tepkimelerin yUratilmesinin yani sira

toksik Grlinlerin olusmasi da engellenmis olur.

Bu 6zellikler enerji, kaynak tasarrufu ve disutk kirlilik olusturan Gretim
prosesinin enzimler vasitasi ile dizayn edilebilecedini ortaya koymustur.
Gevre dostu katalizérler olarak tanimlanan enzimler ginimizde sadece
biyolojik tepkimeler igin katalizér olmakla kalmamiglar, ayni zamanda
endustriyel alanin énemli bir parcasi haline gelmiglerdir. Enzimler atik
sulardan organik Kirleticilerin uzaklagtiriimasi, biyosensér teknolojisi, laktoz
orani dustk sdt Urdnlerinin Uretimi, gida ve fermantasyon endustrisi gibi

cesitli endiistri dallarinda kullanim alani bulmuslardir®.

Endustriyel amagh kullanimi gin gectikce artan enzimlerin, kimyasal

katalizérlere gore bircok Ustiin 6zellikleri vardir. Bunlardan bazilan®®;

e Enzimler ¢ok yUksek katalitik verime sahiptirler.



Enzimler ylksek substrat 6zgulligine sahiptirler.

Enzim katalizli tepkimelerde istenmeyen trlnler olugsmaz.

Tepkime veriminin ylksek olmasindan dolayr maliyet azalir.

Tepkime dusiUk sicaklikta, atmosfer basincinda ve noétrale yakin pH
degerlerinde yarur.

e Protein yapisinda olmalarindan dolay! pratikte enzim atiklar ¢evresel
problem olusturmaz. Cunk0 proteinler biyolojik olarak pargalanabilirler

ve kolayca atik sulardan aynilabilirler.

Bu avantajlarla birlikte, katalitik aktivite icin gerekli olan enzimlerin
molekller yapisi yiksek sicaklik altinda, organik ¢dzuctlerin varliginda,
yUksek ve dislk pH degerlerinde bozulmaktadir. Serbest enzimlerin tepkime
ortamindan geri kazanilamamasi diger bir problemdir. Enzimlerin var olan bu
dezavantajlarinin  bazilarini  ortadan kaldirmanin bir yolu da enzim

immobilizasyonudur'®.

Enzimlerin suda ¢6zinmeyen kati desteklere tutturulmasina
immobilizasyon denir. Maliyeti oldukga yUksek olan enzimlerin endustriyel
alanda daha da yayginlagsmasi icin onlarin geri kazaniimasi ve tekrar
kullanilabilmesi oldukga 6nem kazanmistir. Enzimlerin immobilizasyonu,
tekrar kullaniminin yani sira reaktér tasariminin kolaylasmasina, surekli
sistemde dUretime, 0rinin enzimler tarafindan kirletiimemesine, enzim
kararlihginin artmasina ve tepkimenin kontroline de imkan saglar. Bu
nedenle immobilizasyon genel olarak bu ¢6ézinebilir katalizérlerin endustriyel

alanda kullanilabilmesi igin 6nemli bir yontem olarak gértlmektedir. Bununla



birlikte immobilize enzimin tekrar kullanim esnasinda oldukca kararl olmasi

ulasiimasi gereken en énemli amagctir®.

Bu calismada o-amilaz, lipaz ve peroksidaz enzimleri akrilamit
asilanmisg poli(etilen tereftalat) (AAm-g-PET) Ilif CGzerine immobilize
edilmiglerdir. Enzim immobilizasyonunun gerceklesmesi icin AAm-g-PET Iif
Uzerinde Hofmann ddnidsim tepkimesi ile amin gruplari olusturulmustur.
Daha sonra amin gruplari glutaraldehit ile aktive edilerek, destek materyale
enzim immobilizasyonu gerceklestirilmistir. immobilize ve serbest enzimlerin
aktivitesine pH’nin, sicakhdin ve substrat derisiminin etkisi incelenmistir.
Ayrica enzimlerin depolanma kararlligi, termal kararliligi ve immobilize

enzimlerin tekrar kullanim kararlih@r arastiriimistir.

1.1. Enzimler

Protein yapisinda olan biyokimyasal katalizGrlere enzim denir.
Enzimlerin hiicre ve canli metabolizmasindaki islevi olduk¢ga dnemlidir. Bu
nedenle de tip, biyokimya ve biyoteknolojide olduk¢a yaygin arastirma alani
bulmuglardir. Enzimlerin canlilardaki bazi hastaliklar ile ¢ok yakin iligkisi
vardir. Bu nedenle kanda ve dider biyolojik ortamlardaki enzimlerin

aktivitesinin belirlenmesi, tipta teshis yéniinden kolayliklar saglamaktadir®.



1.1.1. Enzim bilimi

1878 yilinda Willy Kinhe biyolojik tepkimeleri hizlandiran
biyokatalizérler icin “mayada bulunan” anlamina gelen “enzim” terimini ilk kez
kullanmistir.  Mikroorganizmalar gibi enzim O6zdtlerinin  de besin ve
fermantasyon endustrisinde kullaniimalari olduk¢ca eskidir. Arpadan elde
edilen malt 6zUtinin nigastay! ¢6zunurlestirdigi cok eskiden beri biliniyor ve
besin endustrisinde kullaniliyordu. 1883 yilinda Payen ve Persoz, nisastanin
¢bzundrlestiriimesinde malt 6z0td igerisinde bulunan diastazin etken
oldugunu bulmuslar ve malt 6zitinin kaynatiimasi ile bu etkinligin ortadan
kalktigini, 6zt igerisindeki diastazin alkolle ¢oktirilmesi sonucunda ise geri
kalan karnisimin ayni etkinligi géstermedigini gdézlemlemigslerdir. 1885 yilinda
Blumenthal peynir yapiminda kullaniimak Uzere ilk kez rennin enziminin

ozUtlinii teknolojik boyutlarda tretmeyi basarmistir®.

1908 de Wallenstein, malt diastazinin kalsiyum sulfat ile kararli duruma
getirilebilecegini  ve  endustriyel amaglarla  kullanilmasinin ~ daha
kolaylasacagini gdstermistir. 1915 yilinda ise Rohm; lipaz ve proteaz
enzimlerinin ¢amasir ylkama sularina katilarak c¢ok etken bir temizleyici
olarak kullanilabilecegini saptamistir. 1926 yilinda Sumner, ilk kez Ureaz
enzimi kristallerini elde ederek molekllin biyuk bir kisminin proteinden
olustugunu bulmustur. Bunu izleyen yillarda protein yapilari hakkindaki
bilgilerin artmasi ve giderek yeni enzim tlrlerinin bulunmasi sonucu enzim
bilimi (enzimoloji) adi verilen bir bilim dali dogmustur. Yeni enzimlerin
bulunmasi; enzimleri ayirma saflastirma ve tanima yéntemlerinin gelismesine

bagll olarak yildan yila giderek blyUk oranda artmistir. 1930 yilina kadar



tanimlanan enzim sayisi 80 civarinda iken, bu sayl 1947 yilinda 200, 1968
yilinda ise 1300’e ulagmistir. GlinimUzde 2000’e yakin enzim bilinmekte ve
bunlarin pek ¢odu da biyolojik ortamlardan izole edilerek satisa sunulmusg

bulunmaktadir®.

1.1.2. Enzimlerin ekonomik onemi

Enzimler, 1960 yilindan itibaren endustriyel alanda mikrobiyal kaynakh
olarak Uretiimeye baslanmistir. Uretim teknolojilerinin gelismesi ve yeni
kullanim alanlarinin olusmasina paralel olarak endustriyel enzim Uretimi
surekli artmaktadir. 2004 yilinda endustriyel enzim pazari 2,5 milyar dolara
ulasmis ve yillik blylime %5—-14 araliginda gerceklesmistir. Enzim pazarinin
2012 yihna kadar 2,7 milyar dolari agsmasi beklenmektedir. Sekil 1.1’de
enzimlerin  uygulanma alani  buldugu enduastri dallarinin  dagilimi
gbrulmektedir. Enzimler en fazla tipta, tekstil, gida ve icecek endustrisinde
ayrica son zamanlarda analitik amaclarla kullaniimaktadir. Enzimlerin tibbi,
endustriyel ve cevresel analizlerde biyosensdr olarak kullanimi hizla artig
gOstermektedir. BOtGn  bunlarin yani  sira enzim  dretiminin  ve
saflagtirimasinin ~ yiksek maliyeti endlstriyel alandaki  kullanimini

sinirlamaktadir®.



Deterjan
%17

llag

%41
Gida

%17

Tekstil Deri ve kagt;
%8 %17

Sekil 1.1. Enzimlerin endustriyel alandaki kullanim oranlari

1.1.3. Enzimlerin siniflandiriimasi

Enzimler islev bakimindan alti ana baslik altinda toplanabilir™").

e Oksidorediktazlar: Yukseltgenme indirgenme tepkimelerini katalizleyen
enzimler.

e Transferazlar: Fonksiyonel gruplarin bir molekilden digerine transfer
tepkimelerini katalizleyen enzimler.

e Hidrolazlar: Hidroliz tepkimelerini katalizleyen enzimler.

e Liyazlar: Eliminasyon tepkimelerini katalizleyerek yeni ¢ift bagl
bilesikler olusturan enzimler.

e izomerazlar: izomerlesme tepkimelerini katalizleyen enzimler.

e Ligazlar: iki molekiliin birlesmesini katalizleyen enzimler.



1.1.4. Enzim kinetigi

Emil Fischer enzimi siki bir kalip veya Kkilit ve substratli onun anahtari
olarak tanimlamigtir. Buna gére bir enzim molekdlinin aktif merkezine 6zgul
oldugu bir substrat molekili baglanarak enzim-substrat kompleksini

olustururlar. Olusan kompleks ylksek hizda Griine déndsdr.

E+S ES—— E+U

Enzimatik tepkimenin hizi substrat ve enzim derisimine baghdir.
Enzimatik tepkimelere ait ilk hiz denklemi, 1900’10 yillarin baginda tepkime
hizina substrat derigiminin etkisi incelenerek turetilmistir. Bu konudaki
g6zlemlere gobre, ylksek substrat derisiminde enzimin substrat tarafindan
doyuruldugu icin hizin substrat derisiminden bagimsiz oldugu sonucu elde
edilmistir. Doygun substrat derisimindeki hiz, maksimum hiz (Vma) olarak
tanimlanmigtir. DUsUk substrat derigsimlerinde ise tepkimenin birinci derece
kinetigi takip ettigi belirlenmistir. Substrat derisiminin artigi ile birinci ve
sifirinci derece kinetigin bir karisiminin gerceklestigi belirtiimigtir. Tepkime
hizinin substrat derigsimine karsi grafige aktariimasi hiperbolik bir egri
vermigtir (Sekil 1.2). Hiperbolik egri esitligini enzim kinetigine uygulayan
Leonor Michaelis ve Maud Menten kendi isimleri ile anilan asagidaki esitligi

tiretmislerdir .

_ Vmak [S]
 Km+[S]

Michaelis-Menten esitliginde;
Vmak: Maksimum hiz

[S]: Substrat derigimi



Kmn: Michaelis sabiti olarak isimlendirilir ve enzimin substrata olan
6zgulliguinu temsil eder. Vma deg@erinin yarisina karsilik gelen substrat
derigimidir.

Degisen substrat derigsimine karsi elde edilen tepkime hizinin grafige
aktariimasi ile elde edilecek hiperbolden K, ve Vi degerlerini hesaplamak
oldukga zor bir iglemdir. Michaelis-Menten esitliginin yeniden dizenlenmesi
ile elde edilen Lineweaver-Burk esitligine goére cizilen grafik bir dogru
vermigtir (Sekil 1.3). Elde edilen dogrudan faydalanilarak K, ve Vmak

degerleri kolayca hesaplanabilmistir *).

1 _ Ko 1 1
V Vmak [S] Vmak

|
|
!
|
I
|
I
Ko [S]

Sekil 1.2. Michaelis-Menten grafigi
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Sekil 1.3. Lineweaver-Burk grafigi

1.2. Enzim immobilizasyonu

Enzim katalizli tepkimelerin disUk sicaklikta ve ndtrale yakin pH
degerlerinde gerceklesmesi, enerji, kaynak tasarrufu ve distk Kirlilik
olusturan Uretim prosesinin enzimler vasitasi ile dizayn edilebilecedini ortaya

koymustur®.

Enzimlerin sayillan bu avantajlarinin yani sira, biyokatalizOr olarak
uygulama asamasinda bircok problem ortaya c¢ikmaktadir. Bunlardan

bazilan®;

e Enzimin ayirma ve saflastirma maliyetinin ylksek olmasi,
e Enzimin dogal cevresinden izolasyonu ile yapida meydana gelen

kararsizlik,



e Enzimin katalitik aktivitesi icin gerekli olan molekiler yapinin yiksek
sicaklik, asidik veya bazik pH degerlerinde ve organik ¢dzlculerin
varliginda bozunmasi,

e Uygulama asamasinda enzimin eser miktardaki bazi maddeler
tarafindan inhibe edilmesi ve kullanim édmrinun sinirli olmasi,

e Suda coézindukleri icin tepkime ortamindan geri kazanilamamasi, bu

nedenle tekrar kullanilamamasi ve olusan Grtntn kirlenmesidir.

Bu sinirlamalarin Ustesinden gelmek igin 6nerilen yéntemlerden bir
tanesi de immobilizasyondur. immobilizasyon enzimlerin bir kati yiizeyine
tutturulmasi veya igerisine hapsedilmesi ile gerceklestirilir. Sonugta heterojen
bir immobilize enzim sistemi elde edilir. Enzimler dogal ortamlarinda genelde
hicre zarina baglanmis durumdadir ve bu hali ile enzimler kararhdir ve
aktiftirler. immobilizasyon islemi bu yapinin bir benzeridir. Bu nedenle kati
destege immobilize edilen enzimler serbest enzimlere gére daha kararhdirlar
ve cevresel degisimlere daha direnglidirler. Daha 6nemlisi enzimlerin
immobilize edilmesi ile olusan heterojen sistem, enzimin kolayca geri
kazanilmasina, enzimlerin tekrar kullanimina, slrekli Uretim sistemine,
tepkimenin kolayca sonlandiriimasina ve cesitli reaktér dizaynina olanak
saglar. Bundan bagka immobilizasyon Urdnlerin enzimi inhibe etmesini dnler
ve daha iyi fonksiyonel ézellikler géstermesini saglar®*.

immobilizasyonda kullanilan destek materyallerin  bazi  6zellikleri

asagida siralanmistir®®9).

e Kovalent baglanma igin fonksiyonel gruba sahip olmahdir.

e Suda ¢6zlinmemelidir.
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¢ Mekanik dayanikliligi olmahdir.

e Fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak kararli olmalidir, ayrica toksik etki
g6stermemelidir.

o Farkli tip reaktérlerde kullanilabilmelidir.

¢ Genis ylzey alanina sahip olmahdir.

o Ekonomik olmalidir.

1.3. immobilizasyon Yéntemleri

Enzim immobilizasyon yéntemleri G¢ ana sinifa ayrilabilir. Enzimin
destek materyale baglanmasi, hapsetme ve c¢apraz baglanma olarak
belirtilebilir. Enzim immobilizasyon yoéntemleri Sekil 1.4’de sematik olarak

gosterilmistir'®'".

Uygulanan immobilizasyon yontemleri ¢esitli avantaj ve dezavantajlara
sahiptir. Adsorpsiyon basit, ucuz ve etkilidir ancak tersinir bir immobilizasyon
yontemidir. Kovalent baglanma ve capraz baglanma etkili ve kararli fakat
pahall ve enzim aktivitesini azaltan bir immobilizasyon yéntemidir. Hapsetme
ve kapsilleme ise diflizyon problemi doguran bir yéntemdir. immobilize
enzimler serbest enzimler ile karsilastirildiginda aktivitede azalma gozlenir ve
Michaelis sabiti artar. Aktivitedeki azalma uygulanan immobilizasyon yontemi
sonucu enzimde meydana gelen konformasyon degisiminden ve enzimin
cOzelti icerisinde aktivite gdsterdigi ¢cevreden farkl bir mikro ¢evreye sahip
olmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica immobilize enzimin heterojen bir

ortamda aktivite gOstermesi kultle transferi sorununu da beraberinde

11



3,10

getirmistir®'9. Enzim immobilizasyon yéntemlerinin avantaj ve dezavantajlari

Cizelge 1.1°de degerlendirilmistir".

immobilizasyon
Yoéntemleri

Jel Kapsul
icerisinde icerisinde

Destek materyale
baglanma

iyonik Kovalent
baglanma baglanma

Sekil 1.4. Enzim immobilizasyon ydntemleri

Capraz baglanma

Adsorpsiyon

Cizelge 1.1. immobilizasyon yéntemlerinin karsilagtiriimasi

Ozellikler immobilizasyon yéntemleri

Adsorpsiyon iyonik Kovalent Capraz Hapsetme

baglanma baglanma baglanma

Hazirlama Kolay Kolay Zor Zor Zor
Aktivite Dusik Yiksek Ylksek Degisken Ylksek
Ozgullik Degismez Degismez Degisir Degisir Degismez
Tutulma Zayif Degisebilir Kuvvetli Kuvvetli Kuvvetli
kuvveti
Destegin Kullanilabilir ~ Kullanilabilir ~ Kullanilamaz  Kullanilamaz  Kullanilamaz
tekrar
kullanimi
Kullanim Distk Orta Orta Dasik Yiksek
Maliyet Distk Disik Yiksek Orta Dasik
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1.3.1. Adsorpsiyon

Enzim immobilizasyonunda kullanilan en eski ydntemdir. ilk kez, Nelson
ve Griffin, invertaz enzimini aktif kdmur Gzerine adsorbe ederek dzelliklerini
incelemislerdir. Bu ydntem enzimlerin tasiyici ylzeyinde adsorplanmalari
ilkesine dayanir. Bu yOntemin en blyUk dezavantaji enzim ile destek
materyal arasindaki etkilesimin zayif olmasidir. Enzimler genelde destek
materyale hidrojen bagi, hidrofobik etkilesim ve Van der Waals kuvvetleri ile
fiziksel olarak baglanirlar. immobilizasyon esnasinda enzimler herhangi bir
modifikasyona ugramazlar. Enzim molekulleri ve destek materyal arasindaki
etkilesimin zayif olmasi nedeni ile sicaklik, pH, iyonik siddet ve ¢dzlcu tird
gibi cevresel sartlarin degismesi enzimin destek materyalden desorbe
olmasina neden olabilir. Bu ydntemde destek materyalin tekrar kullanimi

5,10

saglanabilir( ), Adsorpsiyon yoéntemi ile enzim immobilizasyonu sematik

olarak Sekil 1.5'de verilmigtir.

Destek

Sekil 1.5. Adsorpsiyon yéntemi ile enzim immobilizasyonu!'"”
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1.3.2. iyonik baglanma

Uygulanmasi oldukga basit olan, destek materyalin tekrar kullanilabildigi
ve enzimin immobilizasyon esnasinda herhangi bir modifikasyona
ugramadigi bir yontemdir. Enzimin destek materyale baglanmasi kullanilan
tampon ¢O6zeltiden, pH'dan, iyonik siddetten ve sicakliktan etkilenir.
Baglanma tersinir oldugu icin destek materyalin tekrar kullanimi mimkdnddr.
Cesitli sellloz ve capraz bagli dekstran tirevlerinden ayrica iyon degistirici
recinelerden destek materyal olarak faydalaniimistir®®. iyonik baglanma

ybntemi ile enzim immobilizasyonu sematik olarak Sekil 1.6’da verilmistir.

+ +
< Destek

Sekil 1.6. iyonik baglanma ydéntemi ile enzim immobilizasyonu®

1.3.3. Hapsetme

Bu ybntemde enzimler, yapay veya dogal polimerlerdeki kafesler
icerisinde tutuklanmaktadir. Enzimler polisakkaritler, proteinler veya sentetik
polimerlerden hazirlanan jellerde hapsedilebildikleri gibi fosfolipitlerden
hazirlanan sivi membran icerisine de hapsedilebilirler. Hapsetme yénteminde
enzimler 6nemli bir modifikasyona ugramazlar. Yuksek molekdl kutleli

substratin enzim molekdllerine ulagsmasi glclesir. Destek materyal tekrar

14



kullanilamaz. Orgli icerisinde hapsetme ydntemi yaygin olarak kullanilan
hapsetme yontemidir*®. Hapsetme yontemi ile enzim immobilizasyonu

sematik olarak Sekil 1.7°de verilmistir.

Sekil 1.7. Hapsetme yéntemi ile enzim immobilizasyonu!"

1.3.4. Kapsiilleme

Bu ydéntemde enzimler dogal veya yapay polimerlerden hazirlanan yari
gecirgen mikrokirelere hapsedilirler. Enzimi ¢evreleyen polimerik membranin
substratin kire icerisine ve drintnde kure disarisina tasinmasina engel
olusturmamasi en onemli amagtir. Kapsllleme yOntemi ile enzim

immobilizasyonu sematik olarak Sekil 1.8’de verilmistir.
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Sekil 1.8. Kapsiilleme ydntemi ile enzim immobilizasyonu"

1.3.5. Capraz baglanma

Bu ybntemde enzimler, bis-diazobenzidin-2,2’-disllfonik  asit,
diizotiyosiyanatlar ve glutaraldehit gibi bi-fonksiyonel 6zellikteki bilesiklerle
¢apraz baglanarak ¢dézinmez bir yapi olustururlar. Bu yéntemde elde edilmis
enzimler jelatinimsi 6zellik gésterdikleri icin mekanik 6zellikleri disik olmakta
ve tekrar kullanimlarinda giiclikler ortaya gikmaktadir®. Gapraz baglanma

ybntemi ile enzim immobilizasyonu sematik olarak Sekil 1.9’da verilmistir.

Sekil 1.9. Capraz baglanma ydntemi ile enzim immobilizasyonu'"
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1.3.6. Kovalent baglanma

Bu yontemde enzimler, c¢esitli tasiyicilara genellikle organik polimerlere
kovalent bag ile baglanirlar. En 6nemli olgu enzimin destek materyale
baglandigi amino asitlerin aktif merkezden uzak olmasidir. Bu durumu
saglamak zordur, bu nedenle enzimlerin kovalent baglanma ile immobilize

11,12

edilmesi aktivite kaybina neden olur""'®. Kovalent baglanma yéntemi ile

enzim immobilizasyonu sematik olarak Sekil 1.10°da verilmistir.

Sekil 1.10. Kovalent baglanma yéntemi ile enzim immobilizasyonu!"”

Enzimlerin destek materyale kovalent olarak baglanabilmesi icin destek
materyalin amin"®, hidroksil'?, karboksil™® ve epoksi'® gruplar gibi
fonksiyonel gruplara sahip olmasi gerekmektedir. ilk asamada destek
materyal Uzerindeki fonksiyonel gruplar aktive edilmelidir. Aktive edilmis
destek materyal enzim proteinindeki bazi gruplar ile tepkimeye

.17 Asagida enzimlerin baslica amin, karboksil ve hidroksil

girebilmektedir'
gruplarina sahip destek materyale kovalent baglanma ile immobilizasyonu

sirasiyla Sekil 1.11, 1.12 ve 1.13’de verilmistir.
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Sekil 1.11. Amin gruplarina sahip destek materyale kovalent baglanma

yéntemi ile enzim immobilizasyonu‘'”
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Sekil 1.12. Karboksil gruplarina sahip destek materyale kovalent baglanma

ydntemi ile enzim immobilizasyonu"
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Sekil 1.13. Hidroksil gruplarina sahip destek materyale kovalent baglanma

ydntemi ile enzim immobilizasyonu"

Enzimin ile destek materyal arasinda olusan kovalent bag uzunlugunun
kisa olmasi ve sayisinin fazla olmasi enzimin sertligini artirmaktadir. Bu tdr
kovalent baglanma modelinde enzimin konformasyonel kararlihgi arttigi igin,
enzimin termal, pH ve organik ¢dzicilere karsi kararliligi artmaktadir!'®'9),

Enzimin destek materyale tekli ve ¢oklu kovalent bag ile baglanmasi ile ilgili

sematik model Sekil 1.14’de verilmistir.

&

Destek

Sekil 1.14. Enzimin destek materyale tekli ve ¢oklu kovalent bag ile

immobilizasyonu'®
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Kovalent baglanma ile immobilize edilen enzimlerin avantaj ve
dezavantajlari Cizelge 1.2’de verilmigtir. Kovalent baglanma ile enzim
immobilizasyonunun var olan dezavantajlarina ragmen enzimlerin kovalent

immobilizasyonu analitik amaglar icin genel olarak uygulanan bir yéntemdir'®.

Cizelge 1.2. Kovalent baglanma ile enzim immobilizasyonunun avantaj ve

dezavantajlari

Avantajlan Dezavantajlar

* Enzim ve destek arasinda kuvvetli bir | % Kovalent baglanma sonucu enzimin aktif
bag olustugu icin kullanim esnasinda merkezi kismen bloke olabilir.
enzim destek ylzeyinden uzaklagmaz.

* immobilize enzimler destek materyalin | % Enzim molekillleri ve destek materyal
ylzeyinde bulundugu igin substrat ile arasindaki kuvvetli etkilesim enzimin
kolayca etkilesirler. serbest  hareketini  engellediginden

aktivitede azalma ortaya cikar.

* Termal kararlilikta artis gézlenir. * Immobilizasyonun optimum  sartlarini
bulmak zordur.

* Destek materyalin tekrar kullanimi
mUmkin degildir.

1.4. o-Amilaz

a-Amilaz (1,4- a-glukan-glukanohidrolaz), a-1,4-glikozit baglarini hidroliz
eden enzimdir. a-Amilaz bir¢ok bakteri ve mantar tarafindan Uretilir. a-Amilaz
nisastanin ve maltooligosakkaritlerin glikozit baglarini rasgele kirarak daha

klgUk oligosakkaritler ve az miktarda da glikoz olusturur. Bu nedenle

20



nisastayi sivilastirici enzim olarak bilinir®. Nisastanin hidrolizi ile elde edilen
digtk molekdl katleli  Grinler en 6nemli endstriyel ticari enzim
uygulamalarindan biridir. Hidroliz Grtnleri gida, kagit ve tekstil endistrilerinde

yaygin olarak kullaniimaktadir®®.

Endustriyel 6nemi olan a-amilaz enzimi, poli(N-izopropilakrilamit)®",
ZrOCl; partikiilleri®® ve silika® gibi destek materyallere immobilize edilmistir.
a-amilaz enziminin poli(N-izopropilakrilamit)®" {izerine immobilize edilen
calismada, immobilizasyon ile enzimin termal kararhhidinin arttigi ve destek
materyalin substrat transferine herhangi bir engel olusturmadig belirtilmigstir.
ZrOCl, partikllleri Gzerine a-amilaz enziminin immobilize edilmesinin,

enzimin optimum pH degerinde degisim meydana getirdigi biIdiriImigtir(22).

1.5. Lipaz

Lipaz (gliserol ester hidrolaz) enzimi yaglari hidroliz ederek gliserol, di
veya monogliserit ve yag asitleri olugtururlar. Mantarlar ve bakteriler
tarafindan Uretilirler. Lipaz enzimi, yaglarin hidrolizinde, sindirimi kolaylastirici
ilaglarin yapiminda, sdt Urdnlerinin koku ve tatlarinin gelistiriimesinde,
organik sentez tepkimelerinde, deri ve kagit endustrisinde yaygin kullanim

24,25

alanina sahiptir®*2®. Ayrica son yillarda lipaz katalizli biyodizel tiretimi ile ilgili

arastirmalar hizli bir artis gostermistir®27),

Lipaz enzimi AIPQ,4, sepiolit ve AI(OH); den olusan inorganik
destekler®®, akrilamit iceren hidrojeller®® ve poli(akrilonitril-maleik asit)®”

gibi materyallere immobilize edilmigtir. Yapilan calismalarda destek
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materyale bagli olarak enzim aktivitesinde ve Kkararliiginda farkhliklar
gorildigi belirtilmistir®. Ayrica enzimin immobilize edilmesi ile serbest
enzime gore daha genis bir pH ve sicaklik araliginda aktivite gosterdigi®® ve

termal kararliliginda artis gdzlendigi bildirilmistir®®.

1.6. Peroksidaz

Peroksidaz enzimi oksidorediktazlar sinifina giren bir enzimdir.
Aktivitesini gerceklestirmesi igin hidrojen perokside gereksinim duymaktadir.
Birgok organizmada bulunmaktadir, ¢lnkd hlcre metabolizmasinin Urini
olan toksik hidrojen peroksidin uzaklastirlmasinda rol alir. Ayrica bitki
hucrelerinde hicre duvarlarinin lignifikasyon ve modifikasyonu igin bitki
hormonlarinin  metabolizmasinda islevi vardir. Peroksidazlar hidrojen
peroksidi indirgerken, fenol, aromatik amin ve yag asitleri gibi bilegikleri
oksitlerler. Horseradish peroksidaz atik sulardan fenollerin
uzaklastirimasinda, organik sentezlerde ve analitik amaglar igin yaygin

olarak kullaniimaktadir®'32).

Peroksidaz enziminin immobilizasyonu ile ilgili yapilan c¢alismalarda
seltiloz®, organik polimerler® ve cam boncuk® gibi destek materyaller
kullanilmistir. Peroksidaz enziminin selGloz Uzerine immobilize edildidi
calismada, Immobilize ve serbest enzim ile fenol ve 4-bromofenol’iin sulu
ortamdan uzaklastiriima sartlari arastirmistir. Enzim aktivitesine immobilize
olan protein derigiminin etkisi, hidrojen peroksit derigsiminin etkisi ve kolondan

cozelti akis hizinin  etkisi incelenmistir®).  Peroksidaz enziminin
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immobilizasyonu Uzerine yapilan bir bagka galismada, enzimin immobilize
edilmesi ile substrata olan 6zgulliginde azalma oldugu ancak termal

kararliiginda artis gdzlendigi belirtilmistir®®.

1.7. Poli(Etilen Tereftalat)

Poli(etilen tereftalat) (PET) endUstriyel olarak Uretilen, granul, elyaf ve lif
seklinde piyasadan temin edilebilen bir poliesterdir. PET, tereftalik asit ya da
dimetil tereftalatin etilen glikol ile polimerizasyonundan elde edilir. PET’in
kimyasal yapisi Sekil 1.15°de verilmistir. PET tekstil endistrisinde ve gida
endustrisinde yaygin olarak kullanilan énemli sentetik polimerlerden bir
tanesidir. PET asitlerin, birgcok organik ¢dzlcunin, oksitleyici kimyasallarin,
glnes 1s13inin ve mikroorganizmalarin etkilerine kargl dayanikli ve dogrudan
toksik etkisi olmayan bir polimerdir. Bu iyi 06zelliklerin yaninda nem
tutuculugunun dasik olmasi ve boyanabilirliginin gi¢ olmasi dezavantaj
olusturur. PET makromolekillerinin aktif fonksiyonel guruplar tasimamasi bu
zayif 6zelliklerinden sorumludur. PET lifin sahip oldugu 6zellikleri gelistirmek
veya life yeni 6zellikler kazandirmak amaciyla bagvurulan yontemlerden birisi
liflerin  modifikasyonudur. PET liflerin  modifikasyonunda kullanilan

36-38

ydntemlerden biri de asi kopolimerizasyon ydntemidir®-2®_ Modifiye edilmis

39-42

PET lifler sulu ¢dzeltiden agir metal iyonlarinin®*? ve boyar maddelerin**-

) uzaklastiriimasi amaci ile destek materyal olarak kullaniimistir.
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Sekil 1.15. PET’in kimyasal yapisi

1.8. Tezin Amaci

Yukarida belirtilen 6zelliklerin yani sira PET lifler mikro boyuttaki
caplarindan dolayi genis ylzey alanina sahiptirler. Ayrica lif formunun ¢ozelti
ortamindan kolayca ayriimasi kullanim kolayhidi sunmaktadir. Bu 6zellikler
nedeni ile PET liflerin enzim immobilizasyonu i¢in destek materyal 6zelliginin
arastinlmasinin  énemli olacag duasundlmastir. Bu calismada modifiye
edilmis PET lifler GOzerine kovalent baglanma yo6ntemi ile enzimlerin
immobilizasyonun gergeklestiriimesi amaglanmistir. Endustriyel 6nemi olan
a-amilaz, lipaz ve gevresel ve analitik amaglar igin yaygin olarak kullanilan
peroksidaz enzimleri model enzim olarak secilmistir. immobilize ve serbest
enzimlerin  aktiviteleri ve kararliliklari  belirlenerek  karsilastiriimalari

amaclanmigtir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kimyasal Maddeler

Deneysel calismalarda kullanilan kimyasal maddeler asagida verilmistir.

Poli(etilen tereftalat) lif SASA (Adana) firmasindan temin edilmigstir.
Aspergillus oryzae kaynakli a-Amilaz (EC 3.2.1.1), Candida rugosa kaynakh
Lipaz (EC 3.1.1.8), Horseradish kaynakli Peroksidaz (EC 1.11.1.7),
Glutaraldehit ve Sodyum hipoklorit Sigma-Aldrich firmasindan satin
alinmigtir. Céznebilir nisasta, Sodyum hidroksit, Akrilamit, Hidroklorik asit,
Sitrik asit, Sodyum asetat, Asetik asit, Bakir(ll) stlfat, Piridin, Bovin serum
albumin, Sodyum silfit, Sodyum potasyum tartarat, Benzoil peroksit, 1,2-
Dikloretan, Maltoz, Fosforik asit ve Borik asit Merck firmasindan temin
edilmigstir. Pirogallol, Folin-Ciocalteu fenol reaktifi, Bakir(ll) asetat, Oleik asit
ve Dinitro salisilikasit Fluka firmasindan satin alinmistir. izooktan, Potasyum
dihidrojen fosfat ve Aseton Riedel deHaen firmasindan saglanmigtir.
Potasyum monohidrojen fosfat Carlo Erba firmasindan satin alinmistir.
Zeytinyag! (asitlik, en fazla %1) ticari olarak temin edilmigtir. Deneysel

calismalarda deiyonize su kullaniimistir.

2.2. Cihazlar

Bu calismada, ¢ozeltilerin renk yogunlugu Pharmacia Biotech Ultrospec

2000 model UV-Visible spektrofotometre kullanilarak belirlenmigtir.
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infrared spektrumlari Thermo-Nicolet 6700 model FTIR
spektrofotometresi ile ATR (attenuated total reflection) teknigi kullanilarak

elde edilmigtir.

Taramali elektron mikroskop (SEM) goéruntdleri JEOL JSM 5600 model

elektron mikroskobu ile elde edilmistir.

Deneylerde, ¢cozeltilerin pH degerlerini belirlemek icin Hanna 221 model

pH metre kullaniimigtir.

Serbest yag asitlerinin analizlerinde Heidolph marka girdapli karistirici

kullaniimistir.

2.3. Destek Materyalin Hazirlanmasi

PET lif 6 saat aseton ile Sokslet ekstraksiyon diizeneginde yikanmis ve
50°C’de kurutulmustur. Yikanmig PET lif (0,30 g) 1,2-dikloretan icerisinde
90°C’de 2 saat sure ile sisirilmistir®®. Bu stre sonunda PET lif ortamdan
alinarak, ytizeydeki dikloretan slizgec kagidina adsorbe edilmek sureti ile

uzaklastinimistir.

Sisirilmis PET lif 100 mlL’lik polimerizasyon tlplUne yerlestirildikten
sonra, Uzerine toplam hacmi 20 mL olan akrilamidin sulu ¢ézeltisi ve 2 mL
asetonda ¢6zulmis benzoil peroksit ¢dzeltisini iceren karigim eklenmigtir.
Polimerizasyon tUpu su banyosuna (85°C) yerlestirilerek 2 saat sure ile azot
atmosferi altinda ags! polimerizasyonu gergeklestirilmistir(“ﬁ). Bu slre sonunda

asilanmis lif, yUzeyindeki homopolimerin uzaklastiriimasi i¢cin 50°C’de
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calkalamali karigtiricida 100 mL su igerisinde 100 rpm hizda karigtirilarak
yikanmistir. Yikama islemi, 5 saat sure ile ve yikama suyu 5 kez degistirilerek
yurGtaimastir. Homopolimerden ayrilan asilanmis lif 50°C’de kurutulmustur.
Asilanma orani (%A), asilanmis lifin agirhk artisindan faydalanilarak

asagidaki esitlik yardimi ile hesaplanmistir.

Wa-Wo

o

% A = x100

Esitlikte;
W, Asilanmis lifin agirhgi,

W,: Orijinal lifin agirhgi olarak tanimlanmistir.

Akrilamit agilanmig PET (AAm-g-PET) lif Hofmann dénigsim tepkimesi
kullanilarak modifiye edilmistir*”*®. AAm-g-PET lif (0,03 g) 15 mL hacimli,
NaOH ve NaOCI iceren ¢bézelti icerisine eklenerek, 20°C’de 100 rpm hizda
karistinlmistir.  Daha sonra PET lif deiyonize su ile 4 kez karistiricida
yilkanmistir. Optimum tepkime sartlarini belirlemek icin, NaOH ve NaOCI

derigiminin ve karistirma suresinin Hofmann tepkimesine etkisi arastiriimistir.

2.4. Enzim immobilizasyonu

Modifiye edilmis PET lif, %2 (m/m) derisimli 5 mL hacimli glutaraldehit
cozeltisi ile 18 saat 100 rpm hizda karistirilarak aktive edilmistir®%.
Aktivasyon isleminden sonra PET lif deiyonize su ile dort kez yikanarak

tepkimeye girmemis glutaraldehit yizeyden uzaklastiriimistir. Aktive edilmis

PET lif ile 5 mL enzim ¢b6zeltisi 18 saat sdre ile 100 rpm hizda karistirilarak,
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enzimin immobilize olmasi saglanmistir. Daha sonra PET lif 10 mL tampon

cozelti ile (pH=7) doért kez karistiricida yikanmisgtir.

2.5. Protein Analizi

PET life immobilize olmus enzim miktari, enzim ¢Ozeltisinin
baslangictaki protein derigimi ile immobilizasyon isleminden sonra ¢ozeltide
kalan protein derigimi arasindaki farktan yararlanilarak belirlenmigtir. Enzim

¢cbzeltisindeki protein derisimi Lowry yéntemi kullanilarak belirlenmistir®".

Kalibrasyon grafigi icin Bovin serum albumin kullanilarak 0,04-0,3
mg/mL derisim araliginda bir seri protein ¢bzeltisi hazirlanmigtir. Deney
tiplne 1 mL protein ¢dzeltisi alinmistir. Uzerine 0,9 mL reaktif A eklenerek
50°C su banyosunda 10 dakika inkibe edilmistir. Oda sicakligina sogutulan
cozeltiye 0,1 mL reaktif B eklenerek 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.
Daha sonra c¢ozeltiye 3 mL reaktif C eklenerek 10 dakika 50°C su
banyosunda inklbe edilmistir. Oda sicakhigina soguyan ¢ézeltinin renk

yogunlugu 650 nm dalga boyunda spektrofotometre ile belirlenmistir.

Reaktif A: 0,2 g sodyum potasyum tartarat, 10 g NaxCOs, 2 g NaOH

deiyonize suda ¢éziilerek toplam hacim 100 mL’ye tamamlanmisgtir.

Reaktif B: 2 g sodyum potasyum tartarat, 1 g CuSQO4, 0,4 g NaOH

deiyonize suda ¢6zllerek toplam hacim 100 mL’ye tamamlanmistir.

Reaktif C: Folin-Ciocalteu fenol reaktifinden 2 mL alinarak Gzerine 30

mL su eklenmistir.
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2.6. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

2.6.1. o-Amilaz enziminin aktivitesinin belirlenmesi

o-Amilaz enziminin aktivitesinin belirlenmesinde substrat olarak nisasta
kullanilmistir. Nisasta c¢ozeltisi, c¢6zinebilir nisastanin tampon c¢ozelti
icerisinde 10 dakika kaynatiimasiyla hazirlanmigtir. Serbest ve immobilize a-
amilaz 4 mL hacimli nigasta ¢ozeltisi ile 10 dakika 100 rpm hizda farkli
scakliklarda inkibe edilmigtir. Enzim aktivitesi a-amilazin nigastayi hidrolizi

sonucu olusan indirgen sekerin derisim degisimi takip edilerek belirlenmistir.

indirgen seker miktari dinitro salisilik asit (DNS) yéntemi kullanilarak
takip edilmistir®®. Kalibrasyon grafigi icin 0,4-2 mg/mL derisim araliginda bir
seri maltoz c¢ozeltisi hazirlanmistir. Her bir ¢bzeltiden deney tuplerine 0,15
mL alinarak, Uzerlerine 0,6 mL DNS reaktifi eklenmigstir. Cozeltiler 5 dakika
slre ile kaynayan su banyosunda bekletilmistir. Oda sicakligina sogutulan
kahve renkli ¢bzeltiye 3 mL deiyonize su eklenerek renk seyreltiimesi
yapiimigtir.  Goézeltinin - renk  yodunlugu 540 nm dalga boyunda

spektrofotometre ile belirlenmigtir.

DNS reaktifi, 1 g Dinitro salisilik asit, 1 g NaOH, 0,05 g sodyum siilfit,
0,2 g fenol ve 20 g sodyum potasyum tartaratin deiyonize suda ¢b6zllerek

toplam hacmin 100 mL’ye seyreltiimesiyle hazirlanmistir.
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1 Unite (Enzim aktivitesi): 1 dakikada 1 mg maltoz agiga ¢ikaran enzim
miktari olarak tanimlanmistir. Enzimin % bagil aktivitesi asagidaki formule

gore her calismada immobilize ve serbest enzim igin ayri ayri hesaplanmistir.

Bagil aktivite (%)= —2KIVIe 109
Maksimum aktivite

2.6.2. Lipaz enziminin aktivitesinin belirlenmesi

Lipaz enziminin aktivitesinin belirlenmesinde substrat olarak zeytinyagdi
kullaniimistir. Aktivite deneyleri, zeytinyaginin izooktan icerisinde ¢ozilmesi
ile hazirlanmis organik faz ile tampon c¢bézeltinin olusturdugu sulu fazdan
olusan iki fazli tepkime ortaminda ytritiimuUstir. Serbest ve immobilize lipaz
enzimleri 2 mL zeytinyag! izooktan ¢bzeltisi ve 2 mL tampon ¢dzeltiden
olugan iki fazli hidroliz ortaminda 150 rpm hizda ve 30 dakika sure ile farkli
sicakliklarda inkube edilmislerdir. Daha sonra hidroliz Grininl igeren organik
faz deney tUplUne transfer edilmistir. Enzim aktivitesi, lipaz enziminin
zeytinyagini hidroliz etmesi sonucu olusan serbest yad asidinin derigim
degisimi takip edilerek belirlenmistir. Acgida ¢ikan serbest yagd asidinin
derisimi, yag asitlerinin Cu(ll) iyonlar ile izooktan igerisinde olusturduklar
renkli ¢ozeltinin optik yogunluklari 715 nm dalga boyunda spektrofotometre

ile dlctilerek belirlenmistir®?.

Kalibrasyon grafigi icin oleik asidin izooktan igerisinde, derisim araligi
0,5-2,5 mg/mL olan, bir seri ¢Ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ézeltilerden 2 mL

alinarak deney tiplerine aktariimistir. Uzerlerine 0,5 mL bakir-piridin reaktif
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cOzeltisi eklenmigtir. Tapler iki dakika boyunca girdaph karigtiricida
karigtinimistir. Daha sonra izooktan ve su fazinin ayrilmasi icin tupler
dinlendirilmistir. Organik fazin renk yogunlugu spektrofotometre ile

belirlenmistir.

Bakir-piridin reaktifi su yéntemle hazirlanmistir. 5 g bakir(ll) asetat
deiyonize suda ¢Ozulerek bir gece dinlenmeye birakilmistir. Olusan beyaz
¢cOkelek slzllerek ayrildiktan sonra ¢bézelti pH’si piridin ile 6,1 degerine
ayarlanmigtir. Daha sonra toplam hacim deiyonize su ile 100 mLye

tamamlanmistir.

1 Unite (Enzim aktivitesi): 1 dakikada 1 pmol serbest yag asidi aciga
cikaran enzim miktari olarak tanimlanmistir. Enzimin % bagil aktivitesi
asagidaki formule gore her calismada immobilize ve serbest enzim igin ayri

ayri hesaplanmistir.

Bagil aktivite (%)= —2KIVI 109
Maksimum aktivite

2.6.3. Peroksidaz enziminin aktivitesinin belirlenmesi

Peroksidaz enziminin aktivitesinin belirlenmesinde substrat olarak
pirogallol ve hidrojen peroksit kullanilimistir. Serbest ve immobilize
peroksidaz enziminin aktivitelerinin belirlendigi ¢ozelti ortami su sekilde
hazirlanmistir. Pirogallol ¢ézeltisinden 2 mL alinarak Gzerine 1,5 mL tampon
¢bzelti ve 0,5 mL hidrojen peroksit ¢ozeltisi (10 mmol/L) eklenmistir. Serbest

enzim aktivitesi hidrojen peroksit eklenmesinden 1 dakika sonra, immobilize
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enzim aktivitesi ise hidrojen peroksit eklendikten 5 dakika sonra ortamdan
ornek alinarak belirlenmigtir. Aktivite deneyleri ayni sartlarda serbest ve
immobilize peroksidazin bulunmadigi ortamda tekrar edilerek elde edilen
absorbans degerleri referans degerler olarak kabul edilmistir. Aktivite
deneyleri 100 rpm hizda karistirma yapilarak yUratalmastar. Enzim aktivitesi,
arin olarak ortamda olusan purpurogallin’in derisim degisimi takip edilerek

54,55

belirlenmistir® ). Kalibrasyon grafigi igin purpurogallin’in 0,05-0,3 pmol/mL
derisim araliginda bir seri ¢ozeltisi hazirlanmistir. Cozeltilerin renk yogunlugu

420 nm dalga boyunda spektrofotometre ile belirlenmistir.

1 Unite (Enzim aktivitesi) 1 dakikada 1umol purpurogallin agiga ¢ikaran
enzim miktarl olarak tanimlanmigtir. Enzimin % bagil aktivitesi agsagidaki
formile gbre her calismada immobilize ve serbest enzim igin ayr ayri

hesaplanmigtir.

Bagl aktivite (%)= —— KUV 160
Maksimum aktivite

2.7. Deneysel Caligsmalar

2.7.1. AAm-g-PET lifin modifikasyonu

AAm-g- PET lif Gzerine enzim immobilizasyonunu gegeklestirmek igin, lif
tzerinde Hofmann dénusum tepkimesi kullanilarak amin gruplari tiretilmistir.
Uygun tepkime sartlarini belirlemek amaci ile tepkimeye NaOCI derigiminin

etkisi, NaOH derisiminin etkisi ve tepkime suresinin etkisi arastiriimigtir.
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NaOCI derigiminin etkisini arastirmak amaci ile 0,2 M NaOH co6zeltisi
icerisinde NaOCI derisimi 1x10°-2x102 M araliginda olan bir seri ¢ézelti
hazirlanmistir. AAm-g-PET lif bu ¢bzeltilerle 100 rpm hizda 20 dakika sure ile
etkilestiriimigtir. Daha sonra PET lif glutaraldehit ile aktive edilerek a-amilaz
enzimi immobilize edilmistir. immobilize o-amilaz enziminin aktivitesi
belirlenerek en yiksek maltoz miktari Hofmann dénisim tepkimesi igin

uygun NaOCI derisimi olarak belirlenmisgtir.

NaOH derisiminin etkisini arastirmak amaci ile 5x10™° M NaOCI cozeltisi
icerisinde  NaOH derisimi 0,1-0,4 M araliginda olan bir seri cb6zelli
hazirlanmistir. AAm-g-PET lif bu c¢ozeltilerle 100 rpm hizda 20 dakika
etkilestiriimigtir. Daha sonra PET lif glutaraldehit ile aktive edilerek a-amilaz
enzimi immobilize edilmistir. immobilize o-amilaz enziminin aktivitesi
belirlenerek en yiksek maltoz miktari Hofmann dénisim tepkimesi igin

uygun NaOH derigimi olarak belirlenmistir.

Tepkime siiresinin etkisini arastirmak amaci ile 5x10™° M NaOCl ve 0,25
M NaOH igeren bir seri ¢bzelti hazirlanmistir. AAm-g-PET lif bu ¢bzeltilerle
100 rpm hizda 10-75 dakika zaman arahdinda karistirilmistir. Yikama
isleminden sonra glutaraldehit ile aktive edilerek a-amilaz enzimi immobilize
edilmistir. immobilize a-amilaz enziminin aktivitesi belirlenerek en ylksek
maltoz miktari Hofmann déndsimid igin uygun tepkime suresi olarak

bulunmustur.
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2.7.2. Amin gruplarinin analizi

PET Ilif Gzerinde turetilen amin gruplarinin orani asit-baz titrasyon
yontemi ile belirlenmistir®®. Modifiye edilmis PET lif (0,100 g) 30 mL
hidroklorik asit ¢dzeltisi (0,01 mol/L) ile 30 dakika sdre ile etkilegtirilmigtir.
Artan hidroklorik asit sodyum hidroksit (0,01 mol/L) ¢Ozeltisi ile fenolftaleyn
indikatéri egliginde titre edilmistir. Referans titrasyon deneyi AAm-g-PET |lif

ile tekrar edilmistir.

2.7.3. immobilizasyon sartlarinin optimizasyonu

Enzim immobilizasyonuna ¢bzelti pH’sinin, PET lifin asilanma
ylUzdesinin  ve  protein  derisiminin  etkisi  arastinlmigtir.  Enzim
immobilizasyonuna ¢ézelti pH’sinin etkisinin arastirilmasi amaci ile a-amilaz
ve peroksidaz enzimleri icin pH degerleri 4-9, lipaz enzimi i¢cin pH degerleri
3-8 araligina ayarlanmis enzim c¢ozeltileri ile immobilizasyon iglemi
yuratdlmastdr. Yikama isleminden sonra enzim aktivitesi belirlenmistir.
Maksimum aktivitenin elde edildigi pH degerleri, immobilizasyon igin uygun

pH degerleri olarak belirlenmigtir.

Enzim immobilizasyonuna asilanma ylUzdesinin etkisinin arastiriimasi
amaci ile asilanma orani %3,7—40,1 araliginda olan PET lifler kullaniimigtir.
Glutaraldehit ile aktive edilmis PET liflere enzim immobilizasyonu
gerceklestiriimistir. Yikama isleminden sonra enzim aktivitesi belirlenmisgtir.
Maksimum aktivitenin elde edildigi asilanma ydzdesi immobilizasyon igin

uygun deger olarak belirlenmistir.
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Enzim immobilizasyonuna protein derisiminin etkisinin arastirilmasi
amaci ile protein derisimleri 0,06—0,2 mg/mL araliginda olan bir seri enzim
cozeltisi hazirlanmistir. immobilizasyon isleminden sonra enzim aktivitesi

belirlenmigtir.

2.7.4. Enzim aktivitesine pH’nin etkisi

o-Amilaz enziminin aktivitesine ¢ozelti pH’sinin etkisini arastirmak
amaci ile derisimi 10 mg/mL, pH degeri 4-9 aralidinda olan bir seri nisasta
¢cOzeltisi hazirlanmistir. Serbest ve immobilize a-amilaz’in aktiviteleri, nisasta

¢cozeltileri ile 100 rpm hizda 20°C’de 10 dakika inkibe edilerek belirlenmistir.

Lipaz enziminin aktivitesine ¢bzelti pH’sinin etkisini aragtirmak amaci ile
derisimi 100 mg/mL olan izooktan da ¢6zlUlmuUs zeytinyag! ¢ozeltisi ile pH
degeri 4-9 araliginda olan tampon cbézeltilerle iki fazli sistem hazirlanmigtir.
Serbest ve immobilize lipaz'in aktiviteleri iki fazli sistem ile 150 rpm hizda

35°C’de 30 dakika inklbe edilerek belirlenmistir.

Peroksidaz enziminin aktivitesine ¢ozelti pH’sinin etkisini arastirmak
amaci ile derisimi 10 mmol/L, pH degeri 3—9 araliginda olan bir seri pirogallol
¢Ozeltisi hazirlanmigtir. Serbest ve immobilize peroksidazin aktiviteleri

pirogallol ¢dzeltileri ile 100 rpm hizda 20°C’de inkube edilerek belirlenmigtir.
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2.7.5. Enzim aktivitesine sicakligin etkisi

o-Amilaz enziminin aktivitesine sicakhgin etkisini arastirmak amaci ile
derigsimi 10 mg/mL olan bir seri nigasta ¢6zeltisi hazirlanmistir. Serbest ve
immobilize a-amilaz’in aktiviteleri, nisasta c¢ozeltileri ile 100 rpm hizda

20-80°C sicakhk araliginda 10 dakika inkiibe edilerek belirlenmistir.

Lipaz enziminin aktivitesine sicakhgin etkisini arastirmak amaci ile
derisimi 100 mg/mL olan izooktan da ¢6zUlmis zeytinyag c¢ozeltisi ile
tampon ¢ozeltiden olusan bir seri iki fazli sistem hazirlanmistir. Serbest ve
immobilize lipaz'in aktiviteleri iki fazli sistem ile 150 rpm hizda 30-60°C

sicaklik araliginda 30 dakika inkibe edilerek belirlenmigtir.

Peroksidaz enziminin aktivitesine sicakligin etkisini arastirmak amaci ile
derisimi 10 mmol/L olan bir seri pirogallol ¢6zeltisi hazirlanmistir. Serbest ve
immobilize peroksidaz’in aktiviteleri pirogallol ¢ozeltileri ile 100 rpm hizda

20-60°C sicakhk araliginda inklibe edilerek belirlenmistir.

2.7.6. Enzim aktivitesine substrat derisiminin etkisi

o-Amilaz enziminin aktivitesine substrat derigiminin etkisini arastirmak
amaci ile derisimi 5-50 mg/mL araliginda olan bir seri nisasta ¢o6zeltisi
hazirlanmistir. Serbest ve immobilize o-amilaz’in aktiviteleri, nisasta

¢cOzeltileri ile 100 rpm hizda 20°C’de 10 dakika inkiibe edilerek belirlenmistir.

Lipaz enziminin aktivitesine substrat derigiminin etkisini arastirmak

amaci ile derisimi 25-300 mg/mL olan izooktan da ¢6zUImis zeytinyagi
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¢Ozeltisi ile tampon ¢dzeltiden olusan iki fazli sistem hazirlanmistir. Serbest
ve immobilize lipaz’in aktiviteleri iki fazli sistem ile 150 rpm hizda 35°C’de 30

dakika inkiibe edilerek belirlenmigtir.

Peroksidaz enziminin aktivitesine substrat derigiminin etkisini aragtirmak
amaci ile derisimi 0,25-10 mmol/L arahidinda olan bir seri pirogallol ¢dzeltisi
hazirlanmistir. Serbest ve immobilize peroksidazin aktiviteleri, pirogallol

cOzeltisi ile 100 rpm hizda 20°C’de inklibe edilmesiyle belirlenmisgtir.

2.7.7. Termal kararhihk

o-Amilaz enziminin termal kararlih@ini arastirmak amaci ile immobilize
ve serbest enzim tampon ¢dzelti icerisinde 45°C sicakhktaki su banyosunda
300 dakika inkilbe edilmistir. immobilize ve serbest a-amilazdan belirli
zamanlarda 6rnekler alinarak oda sicakhgina sogutulmustur. Daha sonra
immobilize ve serbest a-amilazin aktiviteleri 10 mg/mL derisimli nigasta
¢cOzeltisi ile 100 rpm hizda, 20°C sicaklikta 10 dakika inklbe edilerek

belirlenmistir.

Lipaz enziminin termal kararlihdini arastirmak amaci ile immobilize ve
serbest enzim tampon ¢ézelti icerisinde 50°C sicakliktaki su banyosunda 180
dakika inkiibe edilmistir. immobilize ve serbest lipazdan belirli zamanlarda
ornekler alinarak oda sicakligina sogutulmustur. Serbest ve immobilize

lipazin aktiviteleri, derisimi 100 mg/mL olan izooktan da ¢6zulmus zeytinyag!
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¢Ozeltisi ile tampon ¢dzeltiden olusan iki fazli sistem ile 150 rpm hizda 35°C

sicaklikta 30 dakika inklbe edilerek belirlenmigtir.

Peroksidaz enziminin termal kararlihdini arastirmak amaci ile
immobilize ve serbest enzim tampon ¢dzelti icerisinde 50°C sicakliktaki su
banyosunda 180 dakika inkibe edilmistir. immobilize ve serbest
peroksidazdan belirli zamanlarda &Ornekler alinarak oda sicakligina
sogutulmustur. Daha sonra serbest ve immobilize peroksidazin aktiviteleri,
derisimi 10 mmol/L olan pirogallol ¢dzeltisi ile 100 rpm hizda 20°C’de inkibe

edilerek belirlenmistir.

2.7.8. Depolanma kararlihgi

Serbest ve immobilize enzimler 4°C’de, tampon ¢dzelti icerisinde 60 giin
stre ile depolanmiglardir. Belirli zaman araliklarinda &érnekler alinarak

aktiviteleri belirlenmistir.

Serbest ve immobilize a-amilaz enziminin aktiviteleri, 10 mg/mL
derigimli nisasta ¢dzeltisi ile 100 rpm hizda, 20°C sicaklikta 10 dakika inklibe

edilerek izlenmistir.

Serbest ve immobilize lipazin aktiviteleri, derisimi 100 mg/mL olan
izooktan da ¢6zulmis zeytinyadi cozeltisi ile tampon ¢dzeltiden olusan iki
fazli sistem ile 150 rpm hizda 35°C sicaklikta 30 dakika inkiibe edilerek takip

edilmigtir.
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Serbest ve immobilize peroksidazin aktiviteleri, derisimi 10 mmol/L olan

pirogallol ¢dzeltisi ile 100 rpm hizda 20°C’de inklibe edilerek belirlenmisgtir.

2.7.9. immobilize enzimin tekrar kullanim kararhihgi

immobilize edilmis a-amilaz enziminin tekrar kullanim kararlihgini
belirlemek amaci ile immobilize o-amilaz enziminin aktivitesi 10 mg/mL
derigimli nisasta ¢dzeltisi ile 100 rpm hizda, 20°C sicaklikta 10 dakika inklibe
edilerek takip edilmistir. Her aktivite belirlenmesinden sonra PET lif tampon

¢cozelti ile yikanmistir. Aktivite belirleme ¢alismasi 30 defa tekrar edilmigtir.

immobilize edilmis lipaz enziminin tekrar kullanim kararliligini belirlemek
amaci ile immobilize lipaz enziminin aktivitesi derigsimi 100 mg/mL olan
izooktan da ¢6zulmis zeytinyadi cozeltisi ile tampon ¢dzeltiden olusan iki
fazli sistem ile 150 rpm hizda 35°C sicaklikta 30 dakika inkiibe edilerek
izlenmigtir. Her aktivite belirlenmesinden sonra PET Iif tampon c¢ozelti ile

yikanmistir. Aktivite belirleme ¢alismasi 10 defa tekrar edilmigtir.

immobilize edilmis peroksidaz enziminin tekrar kullanim kararlihgini
belirlemek amaci ile immobilize peroksidaz enziminin aktivitesi derigsimi 10
mmol/L olan pirogallol ¢ézeltisi ile 100 rpm hizda 20°C’de inklbe edilerek
belirlenmigtir. Her aktivite belirlenmesinden sonra PET lif tampon ¢dzelti ile

yikanmistir. Aktivite belirleme ¢alismasi 20 defa tekrar edilmistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu calismada AAm-g-PET life enzim immobilizasyon sartlari
arastinlmistir. Bu amacgla AAm-g-PET lif Hofmann déntisim tepkimesi ile
modifiye edilmistir. AAm-g-PET lifin ylzeyindeki amit gruplarinin %12,4’Gn0n
amin gruplarina doénastigtu  belirlenmistir.  Modifiye edilmis PET  lif
glutaraldehit ile aktive edilmigti. Daha sonra PET lif Gzerine enzim
immobilizasyonu gergeklestiriimistir. Serbest ve immobilize edilmis enzimlerin
aktiviteleri  belirlenerek  elde  edilen  sonuglar  karsilastiriimigtir.

immobilizasyonda kullanilan tepkime basamaklari Sekil 3.1°’de gésterilmigtir.

CH»

MNVEAN‘M PET W\IWEI\’V\JW\PET
T

Hofmann tepkimesi
HC—C=0 HC—NH,

|
§ NH,
v PET PET
(@] (e}
C% ", I g

[ CH
HC—NH, HC—N=(|_3|—(CH2)3—CH
Aktivasyon
MW\’%/W PET /\IW\EI\I\I\M PET
CH, GHz
I I HN—(E)
HC—N=GC—(CH,);-CH 2 HC—N=C—<CH2)3'C=N—®
g H Enzim immobilizasyonu H H

Sekil 3.1. Enzim immobilizasyon basamaklari”
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3.1. Materyalin Karakterizasyonu

PET lif Gzerine akrilamidin asilanmasi ve karakterizasyonu daha dénceki
calismalarda bildirilmistir*®°”. PET lifin ve akrilamit asilanmis PET lifin SEM
gorantdleri Sekil 3.2'de verilmigtir. Sekilde goéruldugu gibi, PET life akrilamit
asilanmasi sonucunda lif capinda bir artis meydana gelmistir. Hofmann
dénlsim tepkimesinin énemli bir gérunttsld ise PET lif ylzeyinde olugsan
amin gruplarinin glutaraldehit ile tepkimesi sonucu olusan imin (C=N)
bagindan kaynaklanan renklenme olmustur. Sekil 3.3°de bu durumla ilgili

fotograflar verilmistir.

18pm BEEE JSM-S5588 ZBkU KE.BBEE 18mpm BEBEE JSM-356B88

Sekil 3.2. SEM goériuntisa, PET lif (a), akrilamit asilanmig PET lif (b)
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Sekil 3.3. Uzerinde amin gruplari olusturulmus PET lif (a), glutaraldehit

baglanmig PET lif (b)

Sekil 3.4’de PET lifin (a), akrilamit asilanmis PET lifin (b), Hofmann
dénusim reaksiyonu ile modifiye edilmis PET lifin (c), glutaraldehit baglanmig
PET lifin (d) ve enzim immobilize edilmis PET lifin (e), FTIR spektrumlari
verilmigtir. Spektrum a ve b karsilastirildiginda, b spektrumunda akrilamide
ait karbonil grubunun piki (~1652 cm™) ve N-H piki (~1606 cm™)
g6ralmastar. Bu veriler akrilamidin PET lif Gzerine asilandigini gdstermisgtir.
Spektrum b ve c incelendiginde ise, karbonil grubuna ait pikin ve N-H pikinin
siddetlerinde azalma oldugu gérilmuUsttr. Bu bilgilerden akrilamidin Hofmann
tepkimesi ile déndsime ugradigr anlasiimistir. Spektrum ¢ ve d
karsilastinldiginda ise yapiya glutaraldehidin katilmasi ile 1646 cm™ de elde
edilen pikte genigleme gérilmustir. Pikteki genisleme aldehit karbonilinden
ve amin ile aldehit arasinda meydana gelen imin bagindan (C=N)
kaynaklanmaktadir. Ayrica 2855 cm™' dalga boyunda glutaraldehidin

karakteristik piki (C-H gerilme titresimi (-CHQ)) elde edilmistir.
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Glutaraldehidin yapiya katimasi ile 2927 c¢cm™ C-H (-CHy-) gerilme
titresiminden kaynaklanan pikin siddetinde artis gézlenmistir. Spektrum e’de
gorildugi gibi, 1610 cm™, 1653 cm™ ve 3189 cm™"de enzim molekiilleri ile
aldehit gruplar arasinda meydana gelen imin bagindan (C=N), enzim
yapisinda bulunan baglica amin ve karboksilik asit gruplarindan dolayi pik

siddetinde artmalar meydana gelmistir.
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Sekil 3.4. FTIR Spektrumu, PET Ilif (a), AAm-g-PET lif (b), Hofmann
tepkimesi sonrasindaki AAm-g-PET (c), glutaraldehit baglanmis

PET lif (d), enzim immobilize edilmig PET lif (e).
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3.2. AAm-g-PET Lifin Modifikasyonu

Hofmann dénlsim tepkimesi ile amit gruplarinin amin gruplarina
donisim0 asagidaki mekanizma ile gergeklesir. Tepkimenin 6nemli

parametreleri NaOCI derisimi, NaOH derisimi ve tepkime stiresidir*”.

i
C—NH, + OH —— C—N—=Cl + H,O

o) §
lc':—f\l—cn e N=—C=—0 + CI

N=C=0 % NH, + CO3z*

Hofmann tepkimesine NaOCI derisiminin etkisi Sekil 3.5'de verilmigtir.
Hofmann déniisim tepkimesi icin en uygun NaOCI derisiminin 5x107° M
oldugu goértlmustir. Ortamda olusan maltoz miktari immobilize olan enzim
miktarini temsil etmektedir. immobilize olan enzim miktari ise asilanmis PET

lif Gzerinde olugan amin gruplarinin miktarina baghdir.
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Sekil 3.5. NaOCI derigiminin Hofmann dénlistiim tepkimesi Uzerine etkisi

Sekilde goruldiga gibi, hipoklorit derigsiminin belirli bir degerine kadar
olusan maltoz miktari artmakta, daha sonra ise maltoz miktarinda azalma
gbrulmektedir. Yukarida verilen tepkime mekanizmasina goére, dénisim
tepkimesi amit gruplarinin  klorlanmasi ile baslamaktadir. Sano ve
arkadaslari*”, amit gruplarinin klorlanmasinin diisiik hipoklorit derisiminde
zor oldugunu belirtmislerdir. Hipoklorit derigiminin ylksek oldugu durumlarda

ise poliakrilamidin ana zincirinde rasgele kirilmalar oldugunu bildirmislerdir.

Hofmann tepkimesine NaOH derisiminin etkisi Sekil 3.6’da verilmigstir.
Yukaridaki tepkime mekanizmasinda goéraldigid gibi, OH" iyonlan
mekanizmanin son basamaginda, izosiyanat gruplarinin amin gruplarina

hidrolizinde de rol almaktadir®*”. Sekilde géruldigu gibi, maltoz miktari NaOH
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derigsiminin 0,25 M oldugu degdere kadar artmistir ve bu degerin Uzerinde

herhangi bir degisim hemen hemen gézlenmemistir.

3.5

2.5 A

Maltoz (mg)

0.5 A

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
NaOH Derigimi (M)

Sekil 3.6. NaOH derisiminin Hofmann dénisim tepkimesi tzerine etkisi

Hofmann tepkimesine, slrenin etkisi Sekil 3.7°de gbsterilmigstir. Sekilde
g6raldigu gibi, tepkime siresi arttikga Uretilen maltoz miktari da artmaktadir.
Uretilen maltoz miktari 30 dakikada maksimum seviyeye ulagmistir. Bu
sUreden sonra maltoz miktarinda c¢ok fazla degisiklik gérilmemistir.
Belirlenen bu sartlarda enzim immobilizasyonu icin destek materyaller

hazirlanmistir.
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Sekil 3.7. Stirenin Hofmann dénlisiim tepkimesi Gzerine etkisi

3.3. Enzim immobilizasyon Sartlarinin Optimizasyonu

3.3.1. Enzim immobilizasyonuna pH’nin etkisi

o-Amilaz enziminin immobilizasyonuna pH’nin etkisi Sekil 3.8'de
verilmigtir.  Sekilde  go6raldigt  gibi, o-amilaz enziminin  aktivitesi
immobilizasyon ortaminin pH degerine bagll olarak degismistir. En ylksek

aktivite pH 5 degerinde elde edilmisgtir.
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Sekil 3.8. a-Amilaz immobilizasyonuna pH’nin etkisi

Lipaz enziminin immobilizasyonuna pH'nin etkisi Sekil 3.9’da verilmigtir.
Sekilde goruldagu gibi, lipaz enziminin aktivitesi immobilizasyon ortaminin pH
degerine bagh olarak degismistir. En ylUksek aktivite pH 4 dederinde elde

edilmistir.

Peroksidaz enziminin immobilizasyonuna pH’nin etkisi Sekil 3.10'da
verilmistir. Sekilde gorildigu gibi, enzim aktivitesi immobilizasyon ortaminin
pH degerine bagl olarak degismistir. En yUksek aktivite pH 7 degerinde elde

edilmistir.
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Sekil 3.9. Lipaz immobilizasyonuna pH’nin etkisi

Lee ve arkadaslar®® lipaz enzimini silika jel (izerine kovalent baglanma
yolu ile immobilize etmiglerdir. immobilizasyon isleminden énce enzimi
substrat ile etkilestirdiklerinde immobilize enzimin aktivitesinde artis meydana
geldigini agiklamiglardir. Enzimin aktif merkezinin substrat ile bloke edilmesi
nedeni ile enzimin destek materyale baglanma noktasinin aktif merkezden
uzak bdélgeler Uzerinden gergeklestigini bunun sonucu olarak aktivitede artis

meydana geldigini belirtmiglerdir.
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Sekil 3.10. Peroksidaz immobilizasyonuna pH’nin etkisi

Enzim aktiviteleri immobilizasyon ortaminin pH degerine bagli olarak
degismigtir. Enzim moleklli Uzerinde kovalent bagin olustugu nokta
immobilizasyon ¢oézeltisinin pH degderine bagh olabilir. Her G¢ enzim igin de
immobilizasyon ybdntemi ayni oldugu halde, maksimum enzim aktivitesi
immobilizasyon ortaminin farkli pH degerlerinde elde edilmistir. Maksimum
aktivitenin elde edildigi pH degerlerinde enzimin aktif merkezinin
maskelendigi ve bu bdlge Uzerinden kovalent baglanmanin gerceklesmedigi
digunulebilir. Yani modifiye edilmis PET lif Gzerindeki aldehit gruplarinin
enzimin aktif merkezinden uzak bdlgelerdeki amin gruplari ile tepkimeye
girdigi varsayilabilir. Enzimin destek materyale baglanma noktasini temsil

eden sematik gbsterim Sekil 3.11°de verilmistir.
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Sekil 3.11. Enzim immobilizasyonunda baglanma noktasinin gematik
modeli®®

a) Aktif merkeze yakin bdlgelerdeki amin gruplarinin kovalent
baglanmaya katilmasindan dolayr enzim aktivitesinde azalma
gbzlenmistir.

b) immobilizasyon ¢ézeltisinin pH degerine bagh olarak, enzim
Uzerindeki kovalent bagin olusumu enzimin aktif merkezine uzak
noktalardan gergeklesmektedir. Dolayisi ile immobilizasyon

esnasinda enzim aktivitesini koruyabilmigtir.
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3.3.2. Enzim immobilizasyonuna asilanma ylizdesinin etkisi

o-Amilaz, lipaz ve peroksidaz enzimlerinin aktivitelerine akrilamidin PET
lif Gzerine asilanma ylzdesinin etkisi sirasi ile Sekil 3.12, 3.13 ve 3.14'de
verilmigtir. Sekillerde goéraldaga gibi, akrilamidin PET lif Gzerine asilanma

ylzdesi arttikca her ¢ enzimin aktivitesinin de arttigr saptanmigtir.

immobilize olan enzim miktari destek materyal Uzerinde bulunan
fonksiyonel grup sayisi ile orantilidir. PET lif ylizeyinde amit gruplarinin artisi
ayni zamanda PET Ilif ylzeyinde Hofmann tepkimesi ile elde edilen amin
gruplarinin artigi anlamina gelmektedir. Bu nedenle fonksiyonel grup
sayisina bagh olarak enzim aktivitesinde artma go6zlenmigtir. Enzim
aktivitesindeki artis %29,8 asilanma degerine kadar yUksek oranda
gerceklesmistir. Bu asilanma ylzdesinden sonra ise enzim aktivitesindeki

artis orani daha disuk seviyede gerceklesmisgtir.

Shukla ve Devi® peroksidaz enzimini akrilamit-2-hidroksi etil metakrilat
kopolimeri Uzerine immobilize etmiglerdir. Enzim aktivitesinin kopolimerdeki
akrilamit oranina bagh olarak degistigini ve aktivitenin %50 akrilamit oranina
kadar arttigini, bu degerden sonra aktivitede azalma g6zlendigini

bildirmislerdir.
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Sekil 3.13. Lipaz immobilizasyonuna asilanma oraninin etkisi
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Sekil 3.14. Peroksidaz immobilizasyonuna asilanma oraninin etkisi

3.3.3. Enzim immobilizasyonuna protein derigiminin etkisi

o-Amilaz enziminin aktivitesine immobilizasyon ortaminda bulunan
protein derisiminin etkisi Sekil 3.15'de verilmigtir. Sekilde goéraldigu gibi,
immobilizasyon ortaminda protein derigimi arttikca immobilize o-amilaz
enziminin aktivitesi de artmaktadir. Protein derigsiminin degerleri 0,06-0,1
mg/mL oldugunda, enzim aktivitesindeki artis ylksek oranda gerceklesmistir.
Protein derisiminin 0,1 mg/mL’nin Gzerinde oldugu degerlerde aktivitedeki

artig oraninda bir miktar azalma gérilmektedir.
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Sekil 3.15. a-Amilaz immobilizasyonuna protein derisiminin etkisi

Lipaz enziminin aktivitesine immobilizasyon ortaminda bulunan protein
derigsiminin etkisi Sekil 3.16'da verilmigtir. Sekilde goéraldiga  gibi,
immobilizasyon ortaminda protein derisimi arttikga immobilize lipaz enziminin
aktivitesi de artmaktadir. Protein derisiminin degerleri 0,06-0,1 mg/mL
oldugunda enzim aktivitesindeki artis ylksek oranda gerceklesmistir. Protein
derigiminin 0,1 mg/mL’nin Gzerinde oldugu degerlerde aktivitedeki artis

oraninda bir miktar azalma gortlmektedir.
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Sekil 3.16. Lipaz immobilizasyonuna protein derigiminin etkisi

Peroksidaz enziminin aktivitesine immobilizasyon ortaminda bulunan
protein derisiminin etkisi Sekil 3.17°de verilmistir. Sekilde gdéraldigu gibi,
enzim aktivitesi 0,1 mg/mL protein derisimine kadar artmistir. Bu degerin

Uzerinde aktivitede herhangi bir degisim gértlmemigtir.

Polianilin nano fiber Uzerine lipaz enziminin immobilizasyonu ile ilgili
yapilan c¢alismada, enzim aktivitesine immobilizasyon ortamindaki enzim
derigsiminin etkisi incelenmistir. Enzim aktivitesinin 10 mg/mL enzim
derisimine kadar arttigi ve bu degerin 06tesinde aktivitede degisim

gbzlenmedigi belirtilmistir®.
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Sekil 3.17. Peroksidaz immobilizasyonuna protein derigiminin etkisi

3.4. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.4.1. Enzim aktivitesine pH’nin etkisi

immobilize ve serbest a-amilaz enzimlerinin aktivitelerinin degisimi,
cozelti pH'sina bagh olarak incelenmistir. immobilize ve serbest a-amilaz
enzimlerinin bagil aktivitesine pHnin etkisi $ekil 3.18'de gdsterilmigtir.
Sekilde gorildigu gibi, serbest a-amilaz enziminin  maksimum aktivite
gbsterdigi pH degeri 5 oldugu halde immobilize o-amilaz enziminin

maksimum aktivite gésterdigi pH degeri 6 olarak belirlenmistir. immobilize a-
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amilaz enzimi nétral ve bazik pH degerlerinde serbest enzime goére daha

yuksek bagil aktivite sergilemistir.

Reshmi ve arkadaslarl(az), a-amilaz enzimini zirkonyum oksit Gzerine
immobilize etmiglerdir. Serbest enzimin pH 5 degerinde maksimum aktivite
g6sterdigini buna karsilik immobilize enzimin ise pH 6 dederinde maksimum

aktivite gdsterdigini belirtmislerdir.

Park ve arkadaslar®®, a-amilaz enzimini modifiye edimis silika jel
izerine immobilize etmislerdir. immobilizasyon isleminin enzimin pH
profilinde degisim meydana getirdigini bildirmiglerdir. Serbest ve immobilize
edilmis enzimin maksimum aktivite gbsterdikleri pH dederlerinin sirasi ile 5 ve

5,5 oldugunu belirtmiglerdir.
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Sekil 3.18. a-Amilaz enziminin aktivitesine pH’nin etkisi
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immobilize ve serbest lipaz enzimlerinin aktivitelerinin degisimi, cdzelti
pH’sina bagli olarak incelenmistir. immobilize ve serbest lipaz enzimlerinin
bagil aktivitesine pH’nin etkisi Sekil 3.19°da gdsterilmistir. Sekilde géruldagu
gibi, serbest lipaz enziminin maksimum aktivite gdsterdigi pH degeri 6 oldugu
halde, immobilize lipaz enziminin maksimum aktivite gésterdigi pH degeri 7
olarak belirlenmigtir. Immobilize lipaz enzimi nétral ve bazik pH degerlerinde

serbest enzime gbére daha ylksek bagil aktivite sergilemistir.
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Sekil 3.19. Lipaz enziminin aktivitesine pH’nin etkisi

Kim ve arkadaslari®¥, silika nano partikiilleri (izerine lipaz enzimini

immobilize etmiglerdir. immobilizasyon ile enzimin optimum pH degerinin
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8den 9 degerine artis gosterdigini belirtmislerdir. Ayrica bazik bdlgede

immobilize enzimin serbest enzime gbre daha kararh oldugunu bulmuslardir.

Lipaz enziminin manyetik mikro kirelere immobilize edildigi ¢calismada,
immobilizasyonun enzimin pH profilinde degisim meydana getirdidi
belirtilmistir. Serbest enzim pH 6,7 degerinde maksimum aktivite gbsterirken,
immobilize enzimin pH 7,7 degerinde maksimum aktivite g0Osterdigi

bildirilmistir®.

immobilize ve serbest peroksidaz enzimlerinin aktivitelerinin degisimi,
cozelti pH’sina bagli olarak incelenmistir. immobilize ve serbest peroksidaz
enzimlerinin bagil aktivitesine pH’nin etkisi $ekil 3.20’de verilmigtir. Sekilde
gbraldigu gibi, serbest peroksidaz enziminin maksimum aktivite gosterdigi
pH dederi 8 oldugu halde, immobilize peroksidaz enziminin maksimum
aktivite gosterdigi pH degeri 7 olarak belirlenmistir. immobilize peroksidaz
enzimi genis bir pH araliginda serbest peroksidaz enzimine gére daha

yuksek bagil aktivite sergilemigtir.

Shukla ve Devi®, peroksidaz enzimini akrilamit-2-hidroksi etil
metakrilat kopolimeri UGzerine immobilize etmislerdir. Serbest enzimin pH 8
degerinde maksimum aktivite gésterdigini, immobilize enzimin ise maksimum

aktivite gésterdigi pH degerinin 7 oldugunu belirtmislerdir.

Peroksidaz enziminin polianilin tGzerine immobilize edildigi ¢alismada,
serbest ve immobilize sistemlerin maksimum aktivtelerinin farkli pH
degerlerinde elde edildigi belirtiimigtir. immobilize enzim pH 6 degerinde
maksimum aktivite gosterirken serbest enzim pH 8 degerinde maksimum

aktivite gostermistir(©®).
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Sekil 3.20. Peroksidaz enziminin aktivitesine pH’nin etkisi

Enzim immobilizasyonunda kullanilan destek materyale bagh olarak,
immobilize enzimlerin optimum pH degerlerinde serbest enzimlere gobre
degisim meydana gelmektedir. CUnkl enzim aktivitesi ¢cevresel sartlardan
onemli dlgiide etkilenmektedir®’. AAm-g-PET lif tizerine immobilize edilen a-
amilaz, lipaz ve peroksidaz enzimlerinin pH davranislarinda degisme
meydana gelmistir. iImmobilize ve serbest enzimlerin maksimum
aktivitelerinin farklh pH degerlerinde gb6zlenmesi, immobilize sistemlerde
hidrojen iyonlarinin destek materyalin mikro cevresi ile ¢Ozelti icerisindeki

dagiimlarinin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir®®.
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3.4.2. Enzim aktivitesine sicakligin etkisi

immobilize ve serbest a-amilaz enzimlerinin aktiviteleri sicakhga bagli
olarak incelenmistir. immobilize ve serbest a-amilaz enzimlerinin bagil
aktivitelerinin sicakliga bagli olarak degisimi Sekil 3.21’de gdsterilmistir.
Sekilde géruldiagi gibi, immobilize ve serbest a-amilaz enzimlerinin bagil
aktiviteleri 50°C’ye kadar artmistir. Maksimum enzim aktivitesi immobilize ve
serbest sistem icin bu sicaklikta elde edilmigtir. Bu sicakliktan sonra her iki
sistemin bagil aktivitelerinde termal inaktivasyondan dolayr azalma
g6zlenmigtir. immobilize a-amilaz 70°C ve 80°C sicakliklarda serbest o-
amilaz enzimine gére daha yiksek bagil aktivite sergilemistir. immobilize o-
amilaz enzimi 80°C’de maksimum aktivitenin %38’ini korurken, serbest o-

amilaz bu sicaklik degerinde maksimum aktivitenin %18’ini korumustur.

Qiu ve arkadaslan®® amilaz enzimini FesO./Poli(stiren-co-maleik
anhidrit) destek Uzerine immobilize etmiglerdir. Immobilize enzimin
maksimum aktivite gosterdigi sicakligin, serbest enzime gdére 30°C artis

gOstererek 80°C’ye yukseldigini belirtmiglerdir.

a-amilaz enziminin Amberlite MB 150 destek Gzerine immobilize edildigi
galismada, immobilize enzimin 75°C’de maksimum aktivite gésterdigi bunun
yaninda serbest enzimin ise 65°C’de maksimum aktivite g0Osterdigi

belirtilmistir®).
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Sekil 3.21. a-Amilaz enziminin aktivitesine sicakhgin etkisi

immobilize ve serbest lipaz enzimlerinin aktiviteleri sicakhiga bagli
olarak incelenmistir. immobilize ve serbest lipaz enzimlerinin aktivitelerinin
sicakliga bagh olarak degisimi Sekil 3.22'de verilmistir. Sekilde goéruldagu
gibi, immobilize ve serbest lipaz enzimlerinin aktiviteleri 40°C’ye kadar
artmistir. Bu sicakliktan sonraki degerlerde immobilize ve serbest enzim
aktivitesinde azalma gbézlenmistir. Maksimum enzim aktivitesi immobilize ve

serbest sistem icin 40°C’de elde edilmistir.
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Sekil 3.22. Lipaz enziminin aktivitesine sicakligin etkisi

Harun ve arkadaslar®, lipaz enzimini poli(N-vinil-2-pirolidon-co-stiren)
hidrojeline immobilize etmiglerdir. Serbest ve immobilize enzimin 40°C’de

maksimum aktivite gdsterdigini belirtmiglerdir.

Lipaz enziminin nano boyutlu magnetit partikiller Gzerine immobilize
edildigi calismada, serbest ve immobilize lipaz enziminin aktivitelerinin

40°C’ye kadar arttigi ve daha yiksek sicakliklarda enzim aktivitesinin

azaldigi bildirilmistir®.

Yi ve arkadaglarl(m, aminoasit ile modifiye edilmis kitosan kireler
Uzerine lipaz enzimini immobilize etmiglerdir. Enzimin her iki formununda

50°C’de maksimum aktivite gdOsterdigini ayrica immobilize enzimin daha
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yuksek sicakliklarda serbest enzime gb6re daha kararli oldugunu

belirtmiglerdir.

immobilize ve serbest peroksidaz enzimlerinin aktiviteleri sicakliga bagli
olarak incelenmigtir. immobilize ve serbest peroksidaz enzimlerinin
aktivitelerinin sicakhga bagl olarak degisimi Sekil 3.23'de verilmistir. Sekilde
g6raldiga gibi, immobilize ve serbest peroksidaz enzimlerinin aktiviteleri
45°C sicakhga kadar artmigtir. Maksimum enzim aktivitesi immobilize ve
serbest sistem icin 45°C sicaklikta elde edilmistir. immobilize ve serbest
peroksidaz enzimlerinin 45°C’ye kadar olan bagil aktiviteleri icin benzer bir
gbrintl elde edilmistir. Daha yUksek sicaklik degerlerinde ise immobilize
peroksidaz enziminin bagil aktivitesinin serbest enzime gére daha yUksek

oldugu géralmastar.

Caramori ve Fernandes'’®, peroksidaz enzimini poli(etilen tereftalat)-
poli(anilin) kompozit (izerine immobilize etmislerdir. immobilize enzimin
maksimum aktivite gdsterdigi sicaklik degerinde serbest enzime gére azalma

oldugunu belirtmiglerdir.

Enzimlerin katalitik aktiviteleri konformasyonlar ile ilgilidir. Genel
olarak kimyasal katalizérlerde oldugu gibi enzim aktivitesi sicaklik artisi ile
artar. Serbest enzimler yiksek sicakliklarda kararsizdirlar, ¢lnkl sicaklik
artigit  ile birlikte enzimlerin  katalitik  aktivitesinin  bagli  oldugu
konformasyonlarda bozulmalar meydana gelir. Enzim molekdlleri igin,
immobilizasyon daha sert bir yapi saglar béylece ylksek sicakliklarin enzimin

konformasyonunun bozulmasina olan etkisi azalir. Bu konformasyon

66



kararlihgr bazen immobilize enzimlerin serbest enzimlere gére daha ylUksek

sicakliklarda maksimum aktivite géstermelerini saglayabilir”.
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Sekil 3.23. Peroksidaz enziminin aktivitesine sicakligin etkisi

3.4.3. Enzim aktivitesine substrat derisiminin etkisi

o-Amilaz enziminin aktivitesi farkli derisime sahip nisasta ¢ozeltileri ile
belirlenmistir. immobilize ve serbest a-amilaz enzimlerinin Lineweaver-Burk
grafikleri sirasi ile Sekil 3.24 ve Sekil 3.25de verilmigtir. Grafikten
faydalanarak immobilize ve serbest o-amilaz enzimlerine ait kinetik

parametreler hesaplanmistir. immobilize ve serbest a-amilaz enzimlerine ait

Km ve Vmak degerleri Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Sekil 3.24. immobilize a-amilaz enzimi igin Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 3.25. Serbest a-amilaz enzimi i¢in Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 3.1. a-Amilaz enziminin kinetik parametreleri

Vmak (U/mg protein) Km (mg/mL) R?
Serbest a-amilaz 23,3 5,6 0,984
immobilize a-amilaz 37,3 30,7 0,974

Chang ve Juang(”), o-amilaz enzimini kitosan-kil kompozit UGzerine
immobilize etmiglerdir. Serbest enzim ile immobilize enzimin Vqa
degerlerinde yiksek oranda bir degisim olmadigini immobilize enzimin Kp,

degerinin serbest enzime gére yaklasik iki kat arttigini belirtmiglerdir.

o-amilaz enziminin c¢apraz bagh sellloz destek Uzerine immobilize
edildigi calismada, immobilize enzimin V. degerinde serbest enzime goére
azalma gdzlenmistir. immobilize enzimin K., degerinin ise serbest enzime

gore 4,5 kat arttig1 bildirilmistir™.

Lipaz enziminin aktivitesi farkli derisime sahip zeytinyagi ¢ozeltileri ile
belirlenmistir. Immobilize ve serbest lipaz enzimlerinin Lineweaver-Burk
grafikleri sirasi ile Sekil 3.26 ve Sekil 3.27°'de verilmigtir. Grafikten
faydalanilarak immobilize ve serbest lipaz enzimlerine ait kinetik parametreler
hesaplanmistir. immobilize ve serbest lipaz enzimlerine ait K, ve Vpa
degerleri Cizelge 3.2'de verilmistir. Immobilize edilmis lipaz enziminin Vimax
degerinde azalma gézlenmistir. immobilizasyon enzimin K., degerinin
artmasina neden olmustur. K, degerindeki artig, konformasyonel degisim

sonucu enzim-substrat kompleksinin olusma ihtimalinin azalmasindan ya da
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substratin immobilize enzimin aktif merkezine taginmasinin sinirlanmasindan

kaynaklanmistir’®).
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Sekil 3.26. immobilize lipaz enzimi igin Lineweaver-Burk grafigi

Ye ve arkadaslari’®, poli(akrilonitril-co-maleik asit) membran (izerine
lipaz enzimini immobilize etmislerdir. immobilize enzimin V. degerinde
serbest enzime goére azalma oldugunu belirtmislerdir. Serbest enzimin Vpak
degerinin 46,4 U/mg olarak elde edildigini buna kargi immobilize enzimim
Vmak degerinin 23,3 U/mg oldugunu bildirmiglerdir. Serbest enzimin K, degeri
0,45 mM iken immobilize enzimin Kg degerinin 1,05 mM olarak

hesaplandigini belirtmiglerdir.
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Sekil 3.27. Serbest lipaz enzimi i¢in Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 3.2. Lipaz enziminin kinetik parametreleri

Vmak (U/mg protein) Km (mg/mL) R?
Serbest lipaz 48,1 47,2 0,954
Immobilize lipaz 10,9 151,6 0,986

Lipaz enziminin palygorskite destek Uizerine kovalent baglanma yéntemi
ile immobilize edildigi c¢alismada, enzim immobilizasyonunun kinetik
parametrelerde degisme meydana getirdigi belirtilmistir. Serbest lipaz
enziminin Ky, degerinin 0,0053 mg/mL, immobilize lipaz enziminin Kp

degerinin 0,0117 mg/mL, serbest enzimin Vna dederinin 7,6 umol/(mg dak),

71



immobilize enzimin Vya degerinin 4,51 umol/(mg dak) olarak hesaplandigi

bildirilmistir””.

Chiou ve Wu(78), lipaz enzimini islak ve kuru kitosan kireler Uzerine
immobilize etmislerdir. Serbest enzimin, i1slak ve kuru kirelere immobilize
edilmis enzimin Vi degerlerinin sirasiyla 3,98 U, 117,23 U ve 1,79 U
oldugunu belirtmiglerdir. Enzimin immobilize edilmesi ile K, degerlerinde

artis gézlemiglerdir.

Peroksidaz enziminin aktivitesi farkli derisime sahip pirogallol ¢ozeltileri
ile belirlenmistir. immobilize ve serbest peroksidaz enzimlerinin Lineweaver-
Burk grafikleri sirasi ile Sekil 3.28 ve Sekil 3.29'da verilmistir. Grafikten
faydalanilarak immobilize ve serbest peroksidaz enzimlerine ait kinetik
parametreler hesaplanmistir. immobilize ve serbest peroksidaz enzimlerine
ait Ky ve Vna degerleri Cizelge 3.3'de verilmistir. immobilize peroksidaz
enziminin K, degerinde serbest peroksidaz enziminin K, degerine gbre ¢ok
az bir artis g6zlenmistir. Bu sonu¢ géstermektedir ki, immobilizasyon yéntemi
ve destek materyal herhangi bir sekilde enzimin substrat olarak pirogallole
olan 6zgulliguint etkilememistir. Serbest enzimin Vi degeri immobilize
enzimin Vnya degerine goére oldukga yUksek bir degerde elde edilmistir. Ayni
substrat derisiminde 0rlnin elde edilme hizi serbest ve immobilize
peroksidaz enzimleri icin farkli olmustur. Bu fark olugan Grindn asilanmig
PET lif yizeyine adsorplanmasindan kaynaklanmistir. Uriinin destek
materyal ylzeyinde tutulmasi ¢ézelti ortamina transfer olmasini glgclestirmis
ve olusan drinin gergek miktarinin belirlenmesinde sorun olusturmustur.

Urliniin lif ylizeyine adsorplanmasini gdsteren fotograflar Sekil 3.30'da
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verilmistir. Sekilde géruldaga gibi, Grintn lif yizeyine adsorplanmasina bagli
olarak lif Gzerindeki renk yogunlugunda artma meydana gelmigstir. Bu gdzlem
peroksidaz enzimini immobilize eden diger arastirmacilar tarafindan da

bildirilmistir®-7279),
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Sekil 3.28. immobilize peroksidaz enzimi icin Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 3.29. Serbest peroksidaz enzimi igin Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 3.3. Peroksidaz enziminin kinetik parametreleri

Vmak (U/mg protein) Km (mmol/L) R®
Serbest peroksidaz 270,2 1,5 0,981
immobilize peroksidaz 0,7 1,7 0,986

Enzimin immobilize edilmesi ile kinetik parametreler de meydana gelen
degisim immobilizasyon ybntemi, protein konformasyonundaki degisim,
destek materyal ve substrat arasindaki elektrostatik etkilesim, sterik engel ve
diftizyon sinirlamasi gibi baslica etkenlerle iligkilidir. Ky, degerindeki artis

enzimin kimyasal baglanma esnasindaki aktivite kaybindan
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kaynaklanmaktadir. Aktivitedeki bu azalmaya substratin enzimin aktif

merkezine ulasmasindaki sterik engel neden olmaktadir®”7%.

Sekil 3.30. Peroksidaz immobilize edilmis PET lif (a), bir kez kullanilmig PET

lif (b), yirmi kez kullaniimig PET lif (c)

3.4.4. Termal kararlihk

o-Amilaz enziminin termal kararliigini incelemek amaci ile immobilize
ve serbest a-amilaz 45°C sabit sicakliktaki su banyosunda 300 dakika inklibe
edilmistir. immobilize ve serbest a-amilaz’dan belirli zaman araliklarinda
ornekler alinarak enzim aktivitesi belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil
3.31’de verilmistir. Sekilde goruldigi gibi, immobilize a-amilaz enzimi
serbest a-amilaz enzimine g6re daha iyi termal kararlihk 6zelligi géstermigtir.
immobilize a-amilaz 300 dakikanin sonunda, baslangic aktivitesini %47

oraninda korurken serbest enzim ancak %21 oraninda korumustur.
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Sekil 3.31. a-Amilaz enziminin termal kararlilidi

Atia ve arkadaslar|(67), B-amilaz enzimini poli(akrilamit-akrilik asit) destek
Uzerine immobilize etmislerdir. Serbest ve immobilize enzimin termal
kararlihgini 60°C sicaklikta incelemislerdir. Serbest enzimin 40 dakika
sonunda aktivite gbstermedigini immobilize enzimin ise baslangi¢ aktivitesini

%40 oraninda korudugunu belirtmiglerdir.

Lipaz enziminin termal kararlilidini incelemek amaci ile immobilize ve
serbest lipaz 50°C sabit sicakliktaki su banyosunda tampon ¢dzelti icerisinde
180 dakika inklbe edilmistir. Belirli zaman araliklarinda &érnekler alinarak
enzim aktivitesi belirlenmistir. Elde edilen sonuclar $ekil 3.32°de verilmigtir.

Sekilde goraldugua gibi, immobilize lipaz enzimi serbest lipaz enzimine gore
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daha iyi termal kararlilik dzelligi gdstermistir. immobilize lipaz 180 dakikanin
sonunda, baslangi¢ aktivitesini %54 oraninda korurken serbest enzim ancak

%30 oraninda korumustur.
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Sekil 3.32. Lipaz enziminin termal kararlhgi

Santos ve arkadaslari®, lipaz enzimini poli(N-metakrilamit) izerine
immobilize etmiglerdir. Serbest enzimin 50°C’de bir saatlik inklbasyonu
sonucunda baslangi¢c aktivitesinin %15’ini  korudugunu, bunun yaninda
immobilize enzimin ayni sicaklikta baslangic aktivitesini %70 oraninda

korudugunu bildirmislerdir.
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Lipaz enziminin polisiloksan-polivinil alkol destek Uzerine immobilize
edildigi calismada, serbest ve immobilize enzim bir saat sire ile 55°C’de
inkibe edilmistir. Bu slre sonunda serbest enzimin aktivite gdstermedidi,
immobilize enzimin ise baglangic aktivitesinin  %30’'unu  korudugu

belirtilmistir").

Peroksidaz enziminin termal kararlligini incelemek amaci ile immobilize
ve serbest peroksidaz 50°C sabit sicakliktaki su banyosunda tampon ¢ézelti
icerisinde 180 dakika inkibe edilmigtir. Belirli zaman araliklarinda &rnekler
alinarak enzim aktivitesi belirlenmigtir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.33'de
verilmigtir. Sekilde goérildigu gibi, immobilize peroksidaz enzimi serbest
peroksidaz enzimine gbre daha iyi termal kararlilik 6zelligi gdstermigtir.
immobilize peroksidaz 180 dakikanin sonunda, baslangi¢ aktivitesini %44

oraninda korurken serbest enzim ancak %19 oraninda korumustur.

Fernandes ve arkadaslari®®, peroksidaz enzimini polianilin (zerine
immobilize etmiglerdir. Immobilizasyonun enzimin termal kararliigini
artirdigini belirtmiglerdir. Immobilize ve serbest enzimleri 2 saat siire ile 55°C
sicaklikta inkibe etmislerdir. Bu sire sonunda immobilize enzim baslangi¢
aktivitesini %80 oraninda korurken serbest enzimin %40 oraninda korudugu

belirtilmistir.

Peroksidaz enziminin polisakkarit destek kullanarak immobilize edildigi
calismada, serbest ve immobilize enzim 35°C, 45°C ve 55°C sicakliklarda
120 dakika siire ile inkilbe edilmistir. immobilize enzimin l¢ kosulda da

serbest enzime gore termal kararliliginin daha iyi oldugu bildirilmistir®".
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Bu sonuclar immobilizasyonun enzimin konformasyon kararhligini
artirdigini - géstermistir.  immobilize edilmis enzimlerde konformasyon

esnekligin azalmasindan dolayi termal kararlilik artmaktadir'’49.

120

100

Bagil aktivite (%)
» [ee)
o o

N
o
|

20 - —a&— Serbest peroksidaz
—8— iImmobilize peroksidaz
0 T T ‘ ‘ ‘ ‘
0 30 60 90 120 150 180 210

Zaman (dakika)

Sekil 3.33. Peroksidaz enziminin termal kararllig

3.4.5. Tekrar kullanim kararlilig

immobilize  o-amilaz  enziminin  tekrar  kullanim  Kkararlihgini
degerlendirmek amaci ile standart aktivite ortaminda her seferinde substrat
olarak derigimi 10 mg/mL olan nigasta ¢ézeltisi kullanilmistir. immobilize o
amilaz enziminin tekrar kullanim kararlihdr Sekil 3.34’de verilmistir. Sekilde

g6raldaga gibi, immobilize enzimin bagil aktivitesi kullanim sayisina bagli
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olarak azalmaktadir. immobilize enzim 30 tekrar kullanim sonunda baglangi¢

aktivitesini %40 oraninda korumustur.
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Sekil 3.34. immobilize a-amilaz enziminin tekrar kullanim kararliligi

Konsoula ve arkadaslan®®, a-amilaz enzimini aljinat kapstile immobilize
etmislerdir. immobilize enzimin 20 tekrar kullanim sonunda baslangig

aktivitesini %60 degerinde korudugunu belirtmiglerdir.

o-amilaz enziminin kitosan-kil kompozit Gzerine immobilize edildigi
¢alismada, immobilize enzimin, 50 kez tekrar kullaniminin sonunda baglangi¢

aktivitesinde 6nemli bir degisme olmadigi gdzlenmistir ™.
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immobilize lipaz enziminin tekrar kullanim kararhiligini degerlendirmek
amaci ile standart aktivite ortaminda her seferinde substrat olarak derigimi
100 mg/mL olan izooktanda hazirlanmis zeytinyagr ¢ozeltisi kullaniimigtir.
immobilize lipaz enziminin tekrar kullamm kararlih@ Sekil 3.35’de verilmistir.
Sekilde géruldigu gibi, immobilize enzimin bagdil aktivitesi kullanim sayisina
bagl olarak azalmaktadir. immobilize enzim 10 tekrar kullanim sonunda

baslangi¢ aktivitesini %28 oraninda korumustur.
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Sekil 3.35. Iimmobilize lipaz enziminin tekrar kullanim kararlihg

Oliveira ve arkadaslari®, lipaz enzimini stiren-divinil benzen kopolimeri
Uzerine immobilize etmislerdir. Lipaz immobilizasyonunu sulu ortamda ve

heptan ortaminda gergeklestirmislerdir. Sulu ortamda immobilize edilen lipaz
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enziminin Oclncl kullanimda aktivite godstermedigini, heptan ortaminda
immobilize edilen enzimin ise altinci kullanimin sonunda bagil aktivitesini
%80 oraninda korudugunu bildirmiglerdir.

Kitosan kurelere lipaz enziminin immobilize edildigi calismada, 10 tekrar
kullanim sonunda immobilize lipaz enziminin %80 aktivite gdsterdigi

belirtilmistir"®).

Pahujani ve arkadaslari®, lipaz enzimini naylon-6 {izerine immobilize
etmislerdir. Immobilize enzimin onuncu kullanim sonunda baslangig
aktivitesinin %71’ini korudugunu, 13 kullanim sonunda ise aktivite degerinin

%20’ye distigund gézlemislerdir.

Huang ve arkadaslar®, poli(akrilonitril-co-2-hidroksietil metakrilat)
membran Uizerine lipaz enzimini immobilize etmisledir. immobilize enzimin 10
tekrar kullanim sonunda baglangi¢ aktivitesinin  %30’unu  korudugunu

saptamiglardir.

immobilize peroksidaz enziminin  tekrar kullamm  kararlihigini
degerlendirmek amaci ile standart aktivite ortaminda her seferinde substrat
olarak derigimi 10 mmol/L olan pirogallol ¢bzeltisi kullaniimistir. immobilize
peroksidaz enziminin tekrar kullanim kararhligi Sekil 3.36’da verilmigtir.
Sekilde goruldigu gibi, immobilize enzimin bagdil aktivitesi kullanim sayisina
bagdli olarak azalmaktadir. immobilize enzim 20 tekrar kullanim sonunda

baslangi¢ aktivitesini %54 oraninda korumustur.

Peroksidaz enziminin modifiye edilmis Sephadex G-100 destek (izerine

immobilize edildigi ¢alismada, immobilize enzim kullanilarak atik sulardan p-
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klorofenol uzaklastiriimasi incelenmistir. immobilize enzimin 10 kez kullanimi

sonunda p-klorofenol uzaklastiriimasinda %40 azalma oldugu belirtilmistir®®.

Oliveira ve arkadaglarl(%), peroksidaz enzimini anodik aliminyum oksit
polianilin kompozit (izerine immobilize etmiglerdir. immobilize enzimi 5 kez

tekrar kullanmiglar ve baslangi¢ aktivitesini %74 oraninda korudugunu

bildirmislerdir.
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Sekil 3.36. immobilize peroksidaz enziminin tekrar kullanim kararliligi

Pahali bir katalizér olan enzimlerin immobilizasyonunun en &nemli
avantajlarindan biri onlarin tekrar kullanimina imkan saglamasidir.

immobilize enzimlerin tepkime ortamindan geri kazanilmasi ve tekrar
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kullanilmasi, enzimleri endustriyel uygulamalar igin ekonomik duruma getirir.
immobilize enzimler tepkime ortamindan kolayca ayrilabilir ve tekrar

kullanilabilirler®?.

3.4.6. Depolanma kararliligi

immobilize ve serbest a-amilaz enzimleri tampon ¢oézelti (pH=7)
icerisinde 4°C’de depolanmislardir. Belirli periyotlarda &rnekler alinarak
aktiviteleri belirlenmigtir. Elde edilen sonuclar Sekil 3.37°de gosterilmigtir.
Sekilde g6raldigu gibi, immobilize o-amilaz enzimi serbest o-amilaz
enzimine gdre Ustiin bir performans sergilemistir. immobilize o-amilaz 60 giin
boyunca baslangi¢ aktivitesini korumustur. Serbest a-amilaz ise 30 ginin

sonunda baslangi¢ aktivitesinin blyuk bir kismini kaybetmistir.

Bryjak(87), %40 oraninda capraz baglanmig poli batil akrilat Gzerine -
amilaz enzimini immobilize etmistir. immobilize enzimin 4°C’de 30 giin
boyunca depolandidinda baslangi¢ aktivitesini %76 oraninda korudugunu

belirtmigstir.

Atia ve arkadaslari®”, B-amilaz enzimini poli (akrilamit-akrilik asit)
destek lizerine immobilize etmiglerdir. immobilize ve serbest enzimi 4°C’de
30 glin sure ile depolamislardir. Serbest enzimin baslangi¢ aktivitesini %47
oraninda korudugunu, immobilize enzimin ise baslangi¢c aktivitesini %92

oraninda korudugunu saptamiglardir.
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Sekil 3.37. a-Amilaz enziminin depolanma kararliligi

immobilize ve serbest lipaz enzimleri tampon ¢ozelti icerisinde 4°C’de
depolanmiglardir.  Belirli  periyotlarda  6rnekler alinarak  aktiviteleri
belirlenmistir. Elde edilen sonuclar $Sekil 3.38'de gdsterilmistir. Sekilde
g6raldaga gibi, immobilize lipaz enzimi pH 4 tamponu icerisinde 60 gln
depolandiginda baslangi¢ aktivitesini %90 oraninda korumustur. Serbest
lipaz ise 60 gun depolanma sonunda baslangi¢c aktivitesinin %75'ini
korumustur. immobilize lipaz pH 7 tampon cozeltisinde oldukca diisiik

depolanma kararliligi géstermistir.

Huang ve arkadaslari’”, palygorskite (izerine lipaz enzimini immobilize
etmislerdir. Serbest ve immobilize enzimin depolanma kararliligini on hafta

stre ile takip etmiglerdir. Serbest enzimin dérdincli haftada aktivitesini
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yitirmesine ragmen immobilize enzimin kararliligint on hafta boyunca

strdirdaganad belirtmiglerdir.

Chiou ve Wu(78), kitosan klreler Gzerine lipaz enzimini immobilize
etmislerdir. Serbest ve immobilize enzimin depolanma kararhligini 25°C’de
30 gun sdre ile incelemiglerdir. Serbest enzimin 30 glin sonunda aktivitesini
kaybettigini, immobilize enzimin ise bu slrede aktivitesini korudugunu

bildirmislerdir.
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Sekil 3.38. Lipaz enziminin depolanma kararhhgi

Vaidya ve arkadaslan®, lipaz enzimini poli(alil glisidil eter-co-etilen

glikol dimetakrilat) kopolimeri (izerine immobilize etmiglerdir. immobilize ve
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serbest enzimin 30 gin siUre ile depolanma kararliligini incelemislerdir.
Serbest enzimin onuncu ginde baslangigc aktivitesinin  %14’0n0
koruyabildigini buna karsi immobilize enzimin ise otuzuncu ginde baslangi¢

aktivitesinin %80’ini korudugunu gézlemiglerdir.

immobilize ve serbest peroksidaz enzimleri tampon cozelti (pH=7)
icerisinde 4°C’de depolanmislardir. Belirli periyotlarda &rnekler alinarak
aktiviteleri belirlenmigtir. Elde edilen sonuclar Sekil 3.39'da gdsterilmigtir.
Sekilde goérildiagi gibi, immobilize peroksidaz enzimi tampon ¢ozelti
icerisinde 60 gun depolandiginda basglangi¢c aktivitesini %61 oraninda
korumustur. Serbest peroksidaz ise 60 giin depolanma sonunda baslangic

aktivitesinin %28’ini korumustur.

Shukla ve arkadaglarl(s”, peroksidaz enzimini polisakkarit destek
kullanarak immobilize etmislerdir. Serbest enzimin bir hafta depolanma
sonunda aktivitesinin %50’sini kaybettigini, immobilize enzimin ise bir ay

depolanma sonunda aktivitesinin %50’sini korudugunu bildirmiglerdir.
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Sekil 3.39 Peroksidaz enziminin depolanma kararliligi
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4. SONUG

Bu calismada a-amilaz, lipaz ve peroksidaz enzimleri destek materyal
olarak kullanilan AAm-g-PET lif UGzerine immobilize edilmigtir. Destek
materyal Uzerinde uygun fonksiyonel grup olusturmak icin, asilanmig lif

Hofmann dénisim tepkimesi ile modifiye edilmigtir.
Bu ¢alismadan elde edilen genel sonuglar sunlardir.

1.AAm-g-PET Uzerine uygulanan Hofmann tepkimesi icin optimum
degerler, sodyum hipoklorit derisiminin 5x10° M, sodyum hidroksit
derigiminin 0,25 M ve tepkime slresinin 30 dakika oldugu tespit
edilmigtir.

2.immobilize enzimlerin aktivitesini, immobilizasyon ortaminin  pH
degderinin etkiledigi saptanmigtir.

3.immobilize enzimlerin aktivitesinin, immobilizasyon ¢dzeltisindeki
protein derigimi ile arttigi géralmustar.

4.immobilize enzimlerin aktivitesinin PET lifin asilanma oranina bagl
oldugu belirlenmistir.

5.immobilizasyon, enzimlerin pH davranislarini etkilemigtir.
immobilizasyon ile optimum pH degerleri a-amilaz enzimi icin 5'den 6
degerine, lipaz enzimi i¢cin 6'dan 7 degerine, peroksidaz enzimi igin
8'den 7 degerine degdisim gbstermisgtir.

6.immobilizasyon enzimlerin optimum sicaklik degerlerini etkilememistir.
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7.immobilizasyon ile enzimlerin termal kararhliklarinda artis meydana
gelmigtir.

8.immobilizasyon, o-amilaz ve lipaz enzimlerinin K., degerlerinde artma
meydana getirirken, peroksidaz enziminin K, degerini etkilememistir.

9.immobilizasyon enzimlerin depolanma kararliigini artirmigtir.

10. Immobilizasyon enzimlerin tekrar kullaniimalarina olanak saglamistir.

11. Model olarak segilen bu U¢ enzimin aktivite ve kararllik sonuglari
degerlendirildiginde, AAm-g-PET lifin diger endistriyel enzimlerin
immobilizasyonunda destek materyal olarak kullaniima potansiyeline

sahip oldugu sonucuna varilmigtir.

90



9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

KAYNAKLAR

H. R. Horton, L. A. Moran and R. S. Ochs, Principles of Biochemistry,
Prentice-Hall International, Inc., New Jersey, 1996.
L. Betancor and H. R. Luckarift, Trends Biotechnol., 26, 566(2008).

B. Krajewska, Enzyme Microb. Technol., 35, 126(2004).

W. Aehle, Enzymes in Industry, Wiley-VCH Verlag GmbH&Co. KGaA,
Weinheim, 2004.

E. T. Cetin, Endistriyel Mikrobiyoloji, I.U. Istanbul Tip Fakiltesi Vakfi,
istanbul, 1983.

P. V. lyer and L. Ananthanarayan, Process Biochem., 43, 1019(2008).

A. L. Lehninger, D. L. Nelson and M. M. Cox, Principles of Biochemistry,
Worth Publishers, New York, 1993.

N. S. Pujari, B. K. Vaidya, S. Bagalkote, S. Ponrathnam and S. Nene, J.
Membr. Sci., 285, 395(2006).

S. Li, J. Hu, and B. Liu, BioSystems, 77, 25(2004).

R. A. Sheldon, Adv. Synth. Catal., 349, 1289(2007).

J. E. Bailey and D. F. QOllis, Biochemical Engineering Fundamentals,
McGraw-Hill, Inc., Singapore, 1987.
Y. Bai, Y. Li and M. Wang, Enzyme Microb. Technol., 39, 540(2006).

J. Bryjak, K. Bachmann, B. Pawlow, |. Maliszewska, A. Trochimczuk and
B. N. Kolarz, Biochem. Eng. J., 65, 249(1997).

P. Pandya, R. V. Jasra, B. L. Newalkar and P. N. Bhatt, Micropor.
Mesopor. Mat., 77, 67(2005).

Y. Chen, E. T. Kang, K. G. Neoh and K. L. Tan, Eur. Polym. J., 36,
2095(2000).

Y. X. Bai, Y. F. Li and M. T. Wang, Enzyme Microb. Technol., 39,
540(2006).

91



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.
31.

32.

33.

J. Woodward, Immobilised Cells and Enzymes, IRL Press, England,
1985.

C. Mateo, O. Abian, R. F. Lafuente and J. M. Guisan, Enzyme Microb.
Technol., 26, 509(2000).

C. Mateo, J. M. Palomo, G. F. Lorente, J. M. Guisan and R. F. Lafuente.,
Enzyme Microb. Technol., 10, 1451(2007).

Z. Konsoula and M. L. Kyriakides, Process Biochem., 41, 343(2006).

J. Chen, D. Chu and Y. Sun, J. Chem. Technol. Biotechnol., 69,
421(1997).
C. J. Tien and B. H. Chiang, Process Biochem., 35, 377(1999).

L. H. Lim, D. G. Macdonald and G. A. Hill, Biochem. Eng. J., 13,
53(2003).
G. Hills, Eur. J. Lipid. Sci. Technol., 105, 601(2003).

V. Dandavate and D. Madamwar, Enzyme Microb. Technol., 41,
265(2007).

M. M. Soumanou and U. T. Bornscheuer, Enzyme Microb. Technol., 33,
97(2003).

S. V. Ranganathan, S. L. Narasimhan and K. Muthukumar, Bioresource
Technol., 99, 3975(2008).

F. M. Bautista, M. C. Bravo, J. M. Campelo, A. Garcia, D. Luna, J. M.
Marinas and A. A. Romero, J. Chem. Technol. Biotechnol., 72,
249(1998).

G. S. Chauhan, S. Mahajan, K. M. Sddiqui and R. Gupta, J. Appl. Polym.
Sci., 92, 3135(2004).

P. Ye, Z. Xu, A. Che, J. Wu and P. Seta, Biomaterials, 26, 6394(2003).

V. Vojinovic, R. H. Carvalho, F. Lemos, J. M. S. Cabral L. P. Fonseca
and B. S. Ferreira, Biochem. Eng. J., 35, 126(2007).

A. Bodalo, J. Bastida, M. F. Maximo, M. C. Montiel, M. Gomez and M. D.
Murcia, Bioprocess Biosyst. Eng., 31, 587(2008).

I. Levy, G. Ward, Y. Hadar, O. Shoseyov and C. G. Dosoretz, Biotechnol.
Bioeng., 82, 223(2003).

92



34

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52

. F. Melgarejo, J. N. Lopez, F. Canovas and P. A. Ruiz, J. Chem. Technol.
Biotechnol., 79, 1148(2004).

J. L. Gomez, A. Bodalo, E. Gomez, J. Bastida, A. M. Hidalgo and M.
Gomez, Enzyme Microb. Technol., 39, 1016(2006).

M. Arslan, M. Yigitoglu, O. Sanli and H. I. Unal, Polym. Bull., 51,
237(2003).

M. Yigitoglu and M. Arslan, Polym. Bull., 58, 785(2007).

A. G. Karamani, V. |. Triantafyllou, K. Demertzi and P. Demertzis, Eur.
Food Res. Technol., 219, 438(2004).
M. Yigitoglu and M. Arslan, Polym. Bull., 55, 259(2005).

H. Bag, A. R. Turker, R. Cogskun, M. Sacak and M. Yigitoglu,
Spectrochim. Acta Part. B, 55,1101(2000).

R. Coskun, M. Yigitoglu and M. Sacak, J. Appl. Polym. Sci., 75,
766(2000).

M. Yigitoglu, M. Ersdz, R. Coskun, O. Sanli and H. i. Unal, J. Appl.
Polym. Sci., 68,1935(1998).

M. Yigitoglu and M. Arslan, e-Polymers, 055, (2007).

M. Arslan and M. Yigitoglu, J. Appl. Polym. Sci., 107, 2846 (2008).
M. Arslan and M. Yigitoglu, e-Polymers, 016, (2008).

R. Coskun and C. Soykan, J. Polym. Res., 13, 1(2006).

S. Sano, K. Kato and Y. lkada, Biomaterials, 14, 817(1993).

G. S. Chauhan, S. Chauhan, K. Chauhan and U. Sen, J. Appl. Polym.
Sci., 99, 3040(2006).

L. Betancor, F. Lopez-Gallego, A. Hidalgo, N. Alonso-Morales, C. Mateo,
R. Fernandez-Lafuente and J. M. Guisan, Enzyme Microb. Technol., 39,
877(2006).

S. S. Caramori and K. F. Fernandes, Mat. Sci. Eng. C-Bio. S., 28,
1159(2008).

O. H. Lowry, N. J. Rosebrough, A. L. Farr and R. J. Randall, J. Biol.
Chem., 193, 265(1951).

. G. N. Miller, Anal. Chem., 81, 426(1959).

93



53

54

55

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71

.D. Y. Kwon and J. S. Rhee, J. Am. Oil. Chem. Soc., 63, 89(1986).
. B. Halpin, R. Pressey, J. Jen and N, Mony, J. Food Sci., 54, 644(1989).

. K. F. Fernandes, C. S. Lima, H. Pinho, and C. H. Collins, Process
Biochem., 38, 1379(2003).
X. Hou, D. Huang, X. Chen, Z. Zhang and K. Yao, J. Polym. Sci. Part A

Polym. Chem., 46, 1674(2008).
M. Sacgak and E. Pulat, J. Appl. Polym. Sci., 38, 539(1988).

D. H. Lee, J. M. Kim, S. W. Kang, J. W. Lee and S. W. Kim, Biotechnol.
Lett., 28, 1965(2006).
S. P. Shukla and S. Devi, Process Biochem., 40, 147(2005).

G. Lee, J. Kim and J. Lee, Enzyme Microb. Technol., 42, 466(2008).
L. V. Bindhu and E. T. Abraham, J. Appl. Polym. Sci., 88, 1406(2003).
R. Reshmi, G. Sanjay and S. Sugunan, Catal. Commun., 8, 393(2007).

D. Park, S. Haam, K. Jang, I-S. Ahn and W. S. Kim, Process Biochem.,
40, 53(2005).

M. Kim, H. O. Ham, S. D. Oh, H. G. Park, H. N. Chang and S. H. Choi, J.
Mol. Catal. B Enzym., 39, 62(2006).

D. G. Lee, K. M. Ponvel, M. Kim, S. Hwang, I. Ahn and C. Lee, J. Mol.
Catal. B Enzym., In press (2008).

K. F. Fernandes, C. S. Lima, F. M. Lima, F. M. Lopes and C. H. Collins,
Process Biochem., 39, 957(2004).

K. S. Atia, S. A. Ismail and A. M. Dessouki, J. Chem. Technol.
Biotechnol., 78, 891(2003).

G. M. Qui, B. K. Zhu and Y. Y. Xu, J. Appl. Polym. Sci., 95, 328(2005).

P. Tripathi, A. Kumari, P. Rath and A. M. Kayastha, J. Mol. Catal. B
Enzym., 49, 69(2007).

A. Harun, M. Basri, M. B. Ahmad and A. B. Salleh, J. Appl. Polym. Sci.,
92, 3381(2004).

.S.Yi,J.Noh and Y. Lee, J. Mol. Catal. B Enzym., In press (2008).

94



72

73

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

. S. S. Caramori and K. F. Fernandes, Process Biochem., 39, 883(2004).

. A. V. Paula, D. Urioste, J. C. Santos and H. F. Castro, J. Chem. Technol.
Biotechnol., 82, 281(2007).
M. Chang and R. Juang, Enzyme Microb. Technol., 36,75(2005).

S. D. Shewale and A. B. Pandit, Carbohyd. Res., 342, 997(2007).

P. Ye, Z. Xua, A. Che, J. Wu, C, Innocent and P. Seta, Biomaterials, 27,
4169(2006).
J. Huang, Y. Liu and X. Wang, J. Mol. Catal. B Enzym., 55, 49(2008).

S. H. Chiou and W. T. Wu, Biomaterials 25, 197(2004).

L. R. Silva, Y. Gushikem and L. T. Kubota, Colloid Surface. B., 6,
309(1996).

J. C. Santos, G. F. Nunes, A. B. Moreira, V. H. Perez and H. F. Castro,
Chem. Eng. Technol., 30, 1255(2007).

S. P. Shukla, K. Modi, P. K. Ghosh and S. Devi, J. Appl. Polym. Sci., 91,
2063(2004).

P. C. Oliveira, G. M. Alves and H. F. Castro, Biochem. Eng. J., 5,
63(2000).

S. Pahujani, S. S. Kanwar, G. Chauhan and R. Gupta, Bioresource
Technol., 99, 2566(2008).

X. Huang, A. Yu and Z. Xu, Bioresource Technol., 99, 5459(2008).

S. Dalal and M. N. Gupta, Chemosphere, 67, 741(2007).

G. B. OQOliveira, J. L. Filho, M. E. C. Chaves, W. M. Azevedo and L. B.
Carvalho Jr, React. Funct. Polym., 68, 27(2008).
J. Bryjak, Biochem. Eng. J., 16, 347(2003).

B. K. Vaidya, G. C. Ingavle, S. Ponrathnam, B. D. Kulkarni and S. N.
Nene, Bioresource Technol., 99, 3623(2008).

95



OZGECMIS

1974 yilinda Yozgat'n Kdéseyusuflu Koéylinde dogdu. 1985 yilinda
ilkokulu, 1988 yilinda ortaokulu ve 1992 yilinda liseyi bitirdi. 1997 yilinda
Selguk Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Bélimi'nden mezun oldu.
Ayni yil Kirikkale Universitesi Fen Bilimleri Enstitlisi’'nde Yiksek Lisans
egitimine basladi. 31.12.1997 Tarihinde Kirikkale Universitesi Fen Edebiyat
Fakiltesi Kimya Bolimune arastirma gorevlisi olarak atandi. Yiksek Lisans
egitimini 2000 yilinda tamamladi. Doktora egitimine 2005 yilinda Kirikkale
Universitesi Fen Bilimleri Enstitlisi’nde basladi. Halen Kirikkale Universitesi
Fen Edebiyat Fakuiltesi Kimya BolimU’'nde aragtirma gorevlisi olarak gbrev

yapmaktadir.

96



