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OZET

CAPRAZ BAGLI ETOKSILE AKRILAT RECINESINE ENZIM
IMMOBILIZASYONU

Enzim immobilizasyonu, enzimlerin bir kati destek veya matris iizerine fiziksel veya
kimyasal olarak baglanmasi siirecidir, baglanma islemi emilim, kovalent baglanma,
afiniteli immobilizasyon, hapsolma gibi yontemlerle gerceklestirilir. Bu islemler,
enzimlerin optimum ¢alisma kosullarini, pH ve sicaklik gibi 6zelliklerini degistirebilir.
Immobilize edilmis enzimler serbest enzimlerden farkli olarak endiistriyel siireclerde
birden fazla kez kullanilabilir.

a-amilaz, nisasta molekiillerindeki a-(1,4)-glikozidik baglar1 hidrolizleyen, 6zgilligi
yiiksek bir enzimdir. Bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi ¢esitli kaynaklardan
elde edilebilir. Amilazlar diinya enzim pazarmin yaklasik %30'unu olusturur. Gida,
deterjan, kagit, tekstil, klinik ve tibbi, biyo-alkol iiretimi, atik su aritma gibi cesitli
endiistrilerde yaygin olarak kullanilirlar. Ozellikle gida endiistrisinde amilazlar; glukoz,
fruktoz ve ¢ikolata suruplar liretimi, ekmek ve kek yapimi sirasinda dokuyu ve hacmi
degistirme, mayalanmis alkollii igeceklerin tiretimi gibi birgok alanda kullanilir.
Calismamizda, gidalarda kullanilabilen yiiksek gilivenlikli bir malzeme olusturma
amaciyla monomerleri biyolojik olarak uyumlu ve diisiik toksisite seviyelerine sahip olan
CLEAR-epoksi tabanli bir fotopolimer sentezlenmis ve FT-IR ile karakterize edilmistir.
Karakterizasyon isleminin ardindan a-amilaz fotopolimer yiizeyine kimyasal olarak
immobilize edilmistir. Immobilizasyon verimliligi, immobilize enzimin aktivitesi ve
aktivite tizerindeki pH ve sicaklik etkisi, tekrar kullanilabilirligi, depolama kararlilig: ile
enzim Kinetigi belirlenmis ve serbest enzimle kiyaslanmistir. immobilize edilmis a-
amilazin aktivitesi serbest enzime gore yaklasik 10 kat daha azdir. Sonuglarimiza gore,
a-amilazin % 27'si immobilize edilmistir. Asidik ortamda immobilize enzim, serbest
enzime gore daha 1yi bir aktiviteye sahiptir ve maksimum verimlilige pH 6.5’te ulagsmustir.
Bulgular bize CLEAR-epoksi tabanli foto-polimerle immobilize edilmis a-amilazin asit
ortaml1 endiistriyel kosullarda kullanilabilecegini gostermektedir. Tekrar kullanilirlig:
degerlendirmek igin art arda 15 kullanimim sonunda, 1limli kosullar altinda (30°C)
immobilize enzimin bagil aktivitesinin %80.36 oldugu, ekstrem kosullarda (60°C) ise
%75.66 oldugu goriilmiistiir. Depolama kararliligi denemeleri sonucunda ise 60. giin
sonunda immobilize a-amilaz aktivitesinin  %68.43’tinii  korudugu bulunmustur.
Immobilize a-amilaz icin Km ve Vmax degerleri sirasiyla, 0,735 mg.ml? ve 27,624
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pmol.ml™t.dk? olarak bulunmustur.

Bu tez caligmasinda, elektrokimyasal temelli biyosensorlerin  gelistirilmesi
amaglanmistir. Bunun i¢in indiyum kalay oksit (ITO) elektrodunun yiizeyine degisik
kaplama teknikleri ile o-amilaz, immobilize edilmistir. Modifiye elektrot yiizeyinde
kaydedilen olgiimler; s6z konusu polimer ile modifiye edilmis ITO elektrodunun
elektrokimyasal olarak aktif oldugunu ve potansiyel bir biyo-algilama finitesi olarak

kullanilabilecegini gostermistir.

Mart 2024 Garen KARABURUN
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ABSTRACT

ENZYME IMMOBILIZATION ON CROSS-LINKED ETHOXYLATE
ACHRYLATE RESIN

Enzyme immobilization is a process of physically or chemically attaching enzymes on a
solid support or matrix via absorption, covalent binding, affinity immobilization,
entrapment. These processes may modify the optimum working conditions of enzymes
such as pH and temperature. Immobilized enzymes can be used several times unlike free
enzymes in industrial processes. These properties make the immobilization of enzymes a

favorable technique to the industry.

A-amilase is a highly specific hydrolytic enzyme that breaks down a-1,4-glycosidic
linkage in starch molecules. As a cofactor o-amilaz has a calcium ion (Ca®") which
stabilizes the three-dimensional structure and works as an allosteric activator. They can
be obtained from several sources, such as plants, animals and microorganisms. Amylases
account for approximately 30% of the world’s enzyme market. It is commonly used in
various industries such as food, detergent, paper, textile, clinical and medical, production
of fuel alcohol, treatment of waste water. Significantly in the food industry, amilazs find
numerous uses including; production of glucose, fructose and chocolate syrups, changing
texture and volume when baking breads and cakes, production of fermented alcoholic

beverages.

In our study, a-amilaz was chemically immobilized to a photo-cured polymeric surface
with the intent of creating a rapidly-producible material that is food grade. Photo-curing
polymerization technique acquires a quick transformation of a liquid monomer into a
solid film. Monomers of the studied polymer are biocompatible and have low toxicity
levels. The CLEAR-epoxy-based photo-curable polymer was synthesized and
characterized by FT-IR. Immobilization efficiency, effect of pH and temperature on
activity, kinetics, reusability and storage stability were determined. According to our
results, 27% of a-amilaz was immobilized. Immobilized a-amilaz showed better activity
in acidic conditions than free enzymes, with maximum efficiency at pH 6.5. This indicates
that a-amilaz immobilized to CLEAR-epoxy-based photocurable polymer can be utilized
in industrial processes with acidic conditions. After 15 consecutive uses, it was observed
that under moderate conditions (30°C), the relative activity of the immobilized enzyme

was 80.36%, while under extreme conditions (60°C), it was 75.66%. Regarding storage

vii



stability, it was found that the immobilized a-amylase retained 68.43% of its activity on
the 60th day. The Km and Vmax values for immobilized a-amylase were found to be
0.735 mg.ml* and 27.624 pmol.ml™t.min, respectively.

In this thesis work, the development of electrochemical-based biosensors is aimed. For
this purpose, alpha-amylase has been immobilized on the surface of indium tin oxide
(ITO) electrode using different coating techniques. Measurements recorded on the
modified electrode surface showed that the polymer modified ITO electrode is

electrochemically active and has the potential to serve as a biosensing unit.

March 2024 Garen KARABURUN
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1. GiRiS

Enzimler, biyolojik sistemlerdeki ¢esitli metabolik ve hiicresel siireclerde katalizor olarak
gorev alan dnemli molekiillerdir. Bu biyokatalizorlerin endiistriyel uygulamalarda daha
verimli kullanilabilmeleri i¢in immobilizasyon adi verilen bir islemle sabitlenmeleri
gerekmektedir. Iyi bir immobilizasyon yontemi, enzimlerin stabilitesini ve aktivitesini
koruyarak verimliligi optimize etmeyi amaglar. Enzim immobilizasyonun bir amac1 da

endistriyel uygulamalarda maaliyetin diistiriilmesidir.

Diinya pazarinda enzimlerin 6nemli bir yeri vardir ve a-amilaz da bu pazarda 6ne ¢ikan
bir konumda bulunmaktadir. Endiistriyel enzimler arasinda 6ne ¢ikan a-amilaz, genis bir
kullanim alanmna sahiptir. Ozellikle nisasta endiistrisinde &nemli bir rol oynayan bu
enzim, nisastanin g¢esitli triinlere doniistiriilmesi katalizler. a-amilaz, nisasta hidrolizi
stirecinde  0-(1,4)-glikozidik ~ baglar1  hidroliz  ederek  a-limit  dekstrinlere,
oligosakkaritlere, maltoza ve glukoza doniisiim saglar. Bu 6zellik, glukoz, fruktoz ve
cikolata suruplar1 gibi endiistriyel {iriinlerin iiretiminde kritik bir rol oynar. Nigasta
endistrisinin yan1 sira gida, alkol, deterjan, tekstil, klinik ve tibbi uygulamalar, yakit
alkolii dretimi ve kagit endistrisi gibi farkli sektorlerde kullanim alanlarina sahip

olmasindan dolay1 a-amilaza endiistriyel bir 6nem kazandirir.

Enzimlerin immobilizasyonu, bu 6nemli biyokatalizorlerin etkin ve verimli bir sekilde
kullanilmasini saglamak adina kritik bir adimdir. A-amilaz i¢in kullanilan en 6nemli
immobilizasyon yontemlerinden biri, kovalent baglama immobilizasyonudur. Bu yontem,
enzimleri kovalent baglarla destek materyaline baglar. Bu sayede enzimlerin ayrilmasi ve
siiziintii halinde ¢ikmasimin Oniinii gegilir. Immobilizasyon islemi tek sefer kullanimla
sinirlt  enzimleri tekrar kullanilabilir hale getirir. Ayrica, serbest haliyle
karsilagtirildiginda a-amilazin, farkli pH’larda, sicakliklarda ve depolama siiresince daha
stabil kalmasi saglar. Iyi bir immobilizasyon islemi, immobilize edilen enzimi pH,
sicaklik, depolama kararlilig1 yoniinden daha kararli hale getirirken aktivitesinde ve

kinetiginde azalmaya neden olmamalidir.

CLEAR-epoksi tabanli fotopolimerin monomerleri biyolojik olarak uyumludurlar ve
diistik toksisite seviyelerine sahiptirler. Bu sayede kullanilan polimer gida endiistrisinde
kullanilmak i¢in uygundur. Kovalent immobilizasyon yontemi sayesinde CLEAR-epoksi

tabanli fotopolimerle immobilize edilmis a-amilazin siiziinti ile ¢gitkmasi ihtimali azdir.
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Bununla beraber enzimin kendiliginden-monte-edilmis-tek-katman (SAM) halinde
immobilizasyonu yiiksek homojenizasyon saglar ve immobilize enzim miktarinin

kontroliine olanak tanir.

1.1. Enzimler
1.1.1. Enzimlerin Genel Ozellikleri

Viicut kosullarinda, bir¢ok biyolojik reaksiyonun aktivasyon enerjisini diisiirerek
hizlandirabilen enzimler hem sentez hem de biyo-parcalama reaksiyonlari igin gerekli
molekiillerdir. Bu nedenlerle, bilimsel olarak biyokatalizorler olarak isimlendirilirler.
Cogu enzimler, ribozimler disinda protein yapisina sahiptirler. Enzimler, oldukca
segicidirler, bu da kimyasal katalizorlerle benzerdir (Dalby, 2003). Enzimler, uygun
sartlar saglandiginda in vitro da faaliyet gosterebilir. Bu 6zellik, enzimlerin endiistriyel

alanlarda yaygin bir sekilde kullanilmasina olanak saglamistir.

Baz1 enzimler basit proteinlerden olusmaktadir. Bazi enzimler ise, apoenzim ve koenzim
olmak iizere iki farkli yapidan olusur. Apoenzim, enzimlerin proteinden olusan
boliimiidiir. Apoenzime katalitik aktivite gosterebilmesi i¢in yardimci olan ve kendisi
proteinden olusmayan molekiillere "kofaktér" denir. Enzimlerin esas islevini yerine
getiren kofaktdr, apoenzimden daha kii¢lik bir yapiya sahiptir. Kofaktor bir metal iyonu
veya protein yapisinda olmayan bir organik grup olabilir (Broderick, 2001). Bazi enzimler
ise bu iki yapiya da ihtiya¢ duyarlar. Protein yapida olmayan organik yapi, enzimin
apoenzim boliimiine kovalent bag ile bagliysa "prostetik grup" olarak adlandirilir; eger
bu bag siki degilse ve apoenzim boliimiinden ayrilabilirse, bu yap1 "koenzim" olarak
adlandirtlir (Bisswanger, 2014). Apoenzim ve koenzim yapilarinin birlesimi "haloenzim"
(bilesik enzim) olarak adlandirilir. Bu durumda haloenzim, katalitik olarak iglev goriir.
Ayni1 kimyasal tepkiyi katalize eden farkli protein yapilarina sahip enzimler "izozim" ya
da "izoenzim" olarak adlandirilir. Enzimlerin 6zel olarak etki ettigi maddeye "substrat"
denir. Kimyasal tepkimenin sonunda ortaya ¢ikan madde ise "iirlin" olarak adlandirilir

(Sener, 2019).

15



Enzimler, ¢cok genis bir etki yelpazesi sergilerler, bu nedenle siniflandirilmalari gerekir.
Enzimlerin siniflandirilmast i¢in her bir enzime, Enzim Komisyon Numarasit (EC)
denilen bir numara verilmistir ve bu numara dort bdliimden olusur. ilk béliim, enzimin
sinifin1 belirtir; ikinci boliim, alt sinifin1 tanimlar ve genellikle dahil olan bilesigin veya
grubun tiirii hakkinda bilgi igerir; {iglincii boliim, enzimin tiiriinii daha da belirtir;

dordiincii boliim ise enzimin seri numarasini gosterir (McDonald ve Tipton, 2014).
Enzimler alt1 sinifa ayrilir. Bunlar;

1) Oksidorediiktazlar (EC1),

2) Transferazlar (EC2),

3) Hidrolazlar (EC3),

4) Liyazlar (EC4),

5) Izomerazlar (ECS5),

6) Ligazlar (EC6) seklinde siralanir (Tao, Dong, Teng ve Zhao, 2020).

1.1.2. Enzim Aktivitesi

Enzimler, biyolojik ortamlarda diisiik miktarlarda bulunsalar da etkinliklerini
sergileyebilirler. Enzim miktarimin kisithligi nedeniyle, miktar yerine enzim etkinligi
Olctimii tercih edilir. Bu, belirli bir siire i¢cinde, optimum kosullarda, enzim tarafindan
Substratin iiriine doniistiiriildiigli miktar olarak tanimlanir. Enzim {initesi, 25°C’de,

optimum kosullarda, bir dakikada 1 mikromolar substrati iiriine ¢eviren enzim miktaridir.
1.1.3. Enzim Aktivitesine Etki Eden Faktorler
1.1.3.1. Substrat ve Enzim Konsantrasyonu

Enzim miktarinin sabit kaldig1 kosulda, substrat konsantrasyonu arttik¢a reaksiyon hizi
da artar. Tim enzimlerin aktif yiizeyleri doygunluga ulastifinda ise reaksiyon hizi

sabitlenir (Sousa, Ramos, Lim ve Fernandes, 2015).
1.1.3.2. Sicakhk

Optimum sicaklik, enzimlerin en iyi aktivite sergiledigi sicaklik degeridir ve farkli

enzimlerin optimum sicakliklar1 farkli olabilmektedir. Genellikle, memeli canlilara ait

enzimleri fizyolojik kosullar altinda (37 °C) optimum islev gosterirler. Reaksiyon
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sicakliginin degismesi, enzimatik aktivitenin kaybina ve/veya proteinin denatiirasyonuna

neden olabilir (Frankenberger ve Johanson, 1982).
1.1.3.3. pH

Optimum pH, enzimlerin en iyi aktivite sergiledigi pH degeridir ve farkli enzimlerin
optimum pH’lart farkli olabilmektedir. Enzim, bu pH degerinden uzaklastik¢a aktivite
kaybi yasar. pH yiiksekligi veya al¢aklig1 nedeniyle enzim denatiire oldugunda, aktivite

degeri sifirlanir (Frankenberger ve Johanson, 1982).
1.1.3.4. Inhibitérlerin varhg

Inhibitdrler enzime geri doniisiimlii veya geri doniisiimsiiz baglanabilen ve aktivitesini
durduran maddelerdir. inhibitorlerin; geri doniisiimsiiz ve geri doniisiimlii gesitleri vardr.
Geri dontlistimlii inhibitorler ise kendi aralarinda yarigmali, yarigsmasiz tip [
(nonkompetatif), yarismasiz tip II (ankompetetif) ve karisik inhibitorler olarak dort grupta
degerlendirilebilirler (Aziz Amine, Mohammadi, Bourais ve Palleschi, 2006; Bachan
Upadhyay ve Verma, 2013; Sener, 2019).

1)  Geri Déniisiimsiiz Inhibitorler

Inhibitdr, enzime veya enzim-substrat kompleksine kovalent bag ile baglanir. Substratin

enzime baglanmasini engeller. Enzim-Inhibitér Kompleksi (EI) ayrisamaz.

2)  Geri Doniisiimlii Inhibitdrler

Inhibitdr, kovalent olmayan; hidrofobik etkilesimler, iyonik baglar ve van del Waals
etkilesimleri ile enzime baglanir. Inhibitér ortamdan uzaklastirildiginda enzim yeniden

aktivite gosterir.

a)  Yarismal Inhibitdrler

Inhibitdriin molekiil sekli substrata benzer ve enzime baglanmak igin substrat ile
competition (yaris) halindedir. Inhibitér aktif merkeze bagliyken enzim substrati

isleyemez. Bunun sonucunda Vmax degismez ancak Kn artar (Saboury, 2009).
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Sekil 1.1 Yarigsmali inhibitor kinetigi (Berg, Tymoczko ve Stryer, 2002)

b)  Yarismasiz Tip I (Nonkompetetif) Inhibitérler

Inhibitér, enzim iizerinde, aktif merkez digindaki bir bolgeye (allosterik bolgeye)
baglanir. Enzimin ii¢ boyutlu yapisini degistirir. Bunun sonucunda degisen aktif merkezin
sekli substrata uyumunu kaybeder ve substrati isleyemez. Bdylece Michelis-Menten
Sabiti (enzimin substratina olan ilgisi, Km) degismez ancak enzimatik reaksiyonun

maksimum hiz1 (Vmax) azalir (Ring, Wrighton ve Mohutsky, 2014).

s
E+|l——>ES—>E+P

s |
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[Substrat]

Sekil 1.2 Yarismasiz Tip I (nonkompetatif) inhibitor kinetigi (Berg ve digerleri, 2002)
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¢)  Yarismasiz Tip II (Ankompetetif) inhibitorler

Inhibisyon, enzimde konformasyonel degisiklikler olmasiyla gerceklesse de bu sonug
enzim-substrat (ES) kompleksi ve inhibitoriin etkilesimi ile olusur. Enzim-substrat-
inhibitér kompleksi (ESI) olusur, iirtin olusumu engellenir. Bu inhibisyonda hem Km hem

de Vmax azalir (A. Amine, Arduini, Moscone ve Palleschi, 2016).

d) Karisik Inhibitorler

Bu tip inhibisyonda, inhibitor yarigsmasiz inhibisyondan farkli olarak hem serbest enzime
hem de substrat-enzim kompleksine farkli ilgiyle baglanir. Substrat konsantrasyonu
artirtlarak inhibitor baglanmasi azaltilabilir ama tamamen ortadan kaldirilamaz. Sonug

olarak Km degisir (artabilir veya azalabilir) Vmax ise azalir (Ochs, 2000).

Vo 1/Vo

® Yanismali inhibitér varliginda . . -

rizmati IIbIor varligis @ Yansmasiz tip I (Nonkompetetif)
inhibitér varhginda

B inhibitsrsiz B jphibitsrsiiz

1/S

® Kansik inhibitér

1No D varlifinda

o Yansmasiz Tip IT (Ankompetetif) W Inhibitbrstiz
inhibitér varhiginda

B {nhibitorsiz

1/S

‘/ 1S

Sekil 1.3 Enzim kinetiginin geri doniisiimlii inhibitdrlerin siiflandirilmasi i¢in kinetik
testi. A-Yarigmali inhibitor varligi, B-Yarismasiz tip-I (Nonkompetetif) inhibitor
varhiginda, C-Yarismasiz tip-II (Ankompetetif) inhibitor varliginda, D-Karisik inhibitor
varliginda Lineweaver-Burk grafigi (1/V0-1/S) degisimleri (Lopina, 2017)
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1.2. A-Amilaz
1.2.1. Substrat

A-amilaz (o-1,4-glucan-4-glucanohydrolase, E.C.3.2.1.1), nisasta igindeki o-(1,4)-
glikozidik baglarin hidrolizini yapar. Enzim, diger amilolitik enzimlerle birlikte
nisastanin a-limit dekstrinlere, oligosakkaritlere, maltoza ve glukoza doniistiiriillmesine
katilir. (Chi ve digerleri, 2009). A-amilaz nisastada amiloz yapist i¢erisinde bulunan a-
(1,4)-glikozidik bagini pargalayabilir ancak a-(1,6)-glikozidik bagina etki edemez ve

amilopektin yapisina gelince durur.

"CH-OH 'CH,OH

)l%‘l—(-)\nk WU H AMILOPEKTIN
So” \OH H/ N0 “\\OH HW/
0 a-1,6-glikozidik bag

H OH H (m“

CH,OH CH,OH CH, CH,OH
’ Q) Q) ; ol ) 0
H /1 H H H H " H / H
H \l J/l \ /31 \L H \
L7 \OH H/ N0~ \OH H/ No” \OH H/ >N0”7 \OH H/ Y

H OH H OH H OH H OH

a-1,4-glikozidik bag
AMILOZ

(ll()ll “CH,OH 'CH,0H

—— -

H OH H OH H OH

Sekil 1.4 Amiloz ve amilopektin yapilar1 (Korma, 2016)
1.2.2. A-Amilazlarin Yapisi

o-Amilazlar Arke, Prokaryot ve Okaryot tiirlerinde bulunmaktadir, aralarida ¢ok
az sekans benzerligi bulunsa da, 3D yapilar1 olduk¢a benzerdir (Koukiekolo, Desseaux,

Moreau, Marchis-Mouren ve Santimone, 2001). Memeli ve bakteriyel alfa amilazlarin
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her ikisinde de korunmus A, B, C bolgelerinin varligi, yapilan x-ray ¢aligmalarinda ortaya
konulmustur (Koukiekolo ve digerleri, 2001; Nielsen ve Borchert, 2000). Bakteriyel o-
amilazlar evrimsel olarak Okaryotik enzimlerden oldukca uzaktir, ¢ogu bakteriyel o-
amilaz ve domuz pankreatik a-amilazi arasinda sadece %15-20 kadar sekans benzerligi
mevcuttur (Nielsen ve Borchert, 2000). Bununla beraber domuz pankreatik a-amilazi ile
insan a-amilazlarinin aminoasit sekanslar1 arasinda yapisal karsilastirma, 496 aminoasit
icerisinde sadece 64 amino asit farkliligi (%87.1 benzerlik) goéstermistir (Darnis ve
digerleri, 1999).

Domuz pankreatik a-amilazi, 55436 dalton (Da) molekiil agirligina sahip ve 496
amino asitten olusan bir enzimdir. Bu enzimin aminoasit sekansinin %12.5’inin aromatik
yapida olusu dikkat ¢ekici 6zelliklerindendir (Larson, Day ve McPherson, 2010). Domuz
pankreatik a-amilazindaki glutamat®3, aspartat’®’ ve aspartat®® birlikte ¢alisarak iki
seker molekiilii arasindaki glikozidik bagmi kirmaktadir (Ishikawa, Matsui, Honda ve
Nakatani, 1990; Qian, Haser ve Payan, 1993).

a-Amilazin genel yapisi, A, B ve C olarak adlandirilan ii¢ domaine sahip
katlanmig bir polipeptit zincirinden olusur. En iyi korunan A bélgesi, (B/a)s barrel olarak
bilinen (TIM barrel) katalitik domaindir (D’ Amico, Gerday ve Feller, 2000). Bu barrel,
sekiz a-sarmal ve icinde diizenlenmis sekiz paralel B-sarmal iceren olduk¢a simetrik bir
katlanma yapisina sahiptir. Kataliz ve substrat baglanmasinda rol alan a-amilaz ailesine
ait ve yiiksek oranda korunmus amino asit kalintilar1 bu alanda bulunur. TIM barrel
disinda kalan kisim, B alanini olusturan bir bolgedir ve iiciincii a-sarmal ile tiglincii -
sarmal arasinda yer alir. Bu alan diizensiz bir -sarmal yapisina sahiptir ve a-amilaz
ailesinin farkli tiyeleri arasinda yapisal degiskenlik gosterir. Ayrica, bu alanin a-
amilazlarda gozlenen substrat Ozgiilliigli farkliliklarinda bir rol oynadig
diisiiniilmektedir. Alan C, amilazlar arasinda sira ve uzunluk acisindan degiskenlik
gosteren C-terminal boliimiinii olusturur ve nispeten korunmus bir antiparalel B-sandvig
yapisindan meydana gelir. B ve C alanlari, TIM barrel'in zit taraflarinda konumlanmistir
(Ajandouz ve Marchis-Mouren, 1995; Desseaux, Seigner, Pierron, Grisoni ve Marchis-
Mouren, 1988; Koukiekolo ve Moreau, 2002; Wiegand, Epp ve Huber, 1995).

a-Amilaz, en az bir Ca?* iyonu igeren bir metalloenzimdir. Ca% iyonlariin a-amilaz ile

iliskisi diger iyonlara gore ¢ok daha giicliidiir. Kalsiyum, a-amilazin yapisal biitiinliigiinii
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korumak i¢in gereklidir. Kalsiyumun ¢ikarilmasi, termostabilite ve/veya enzimatik
aktivitede azalmaya veya proteolitik bozulmaya artmis hassasiyete yol agabilir (Saboury
ve Karbassi, 2000). Baglanmis kalsiyum miktar1 bir ila on arasinda degisebilir. Ca?*
iyonlar1 enzimin kararliligina katkida bulunur. Ca?* iyonlarmin enzimin termostabilitesi
lizerindeki stabillestirici etkisi, proteindeki hidrofobik kalintilarn Ca?* tarafindan
¢ekilmesinden kaynaklanir. Kalsiyumu uzaklastirilarak aktivitesini kaybetmis enzim,
Ca?" iyonlar1 eklenerek yeniden aktive edilebilir (Rana, Walia ve Gaur, 2013).
Bakterilerde, bitkilerde, mantarlarda ve memelilerde, amilaz polipeptit zincirinin ii¢
korunmus bolgesi kalsiyum baglanmasina katkida bulunur. Bacillus amyloliquefaciens a-
amilazinda, aminoasit kalintilar1 Gly®’-Alal®, 11e?Y-His** ve Ser®'4-Ser®* kalsiyum
baglama bolgeleri olarak tanimlanmistir. a-amilaza bagli kalsiyum iyonunun
c¢ikarilmasiyla bu proteinin konformasyonel bir degisiklik gegirdigini 6ne siirtilmiistiir

(Machius, Wiegand ve Huber, 1995).
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Sekil 1.5 A- A-Amilazlarin genel yapisi (Rane, Joshi ve Giri, 2020). B- Domuz
pankreatik alfa-amilaz1 (PDB ID: 1PIF; GH13 24) (Rane ve digerleri, 2020). C- a- Insan
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a-amilaz’indaki ve b- Domuz pankreatik o-amilaz’indaki loop bolgeleri (Rane ve

digerleri, 2020).
1.3. A-Amilaz Enziminin Endiistriyel Kullanimi

Nisasta endiistrisinin baslangici, Alman bilim insan1 Kirchoff'un 1811 yilinda nisasta-su
siispansiyonunun seyreltik asit muamelesi sonucunda tatli bir suruba doniistiiglini
kesfettigi zamana kadar uzanir. Ancak 1921 yilinda Newkirk tarafindan endiistriye
uyarlandi. Bu siiregte, nisasta yiiksek sicakliklarda ¢oziindiiriiliir ve ardindan asit ile
hidrolize edilir. 1950'lerden itibaren termostabil amilolitik enzimlerin ortaya ¢ikmasiyla
asit hidroliz yonteminin yerini enzimatik hidroliz almistir (van der Maarel vd. 2002’den

akt. Boy, 2011).

Amilazlar diinyanin enzim marketinin yaklasik %30’unu olusturmaktadir. Pek cok

endiistride amilaz enzimi kullanilmaktadir (Kirk, Borchert ve Fuglsang, 2002).
1.3.1. Nisasta Doniisiimii: Glukoz, Fruktoz ve Cikolata Suruplari1 Uretimi

Glukoz ve fruktoz suruplari, nisasta sakkarifikasyonunun (sekerlenme) diriinleridir.

Nisasta doniistim siireci li¢ adimui igerir;

1) Jelatinlesme,
2) Sivilagma,

3) Sakkarifikasyon

Jelatinlesme adiminda, nisasta graniilleri suda ¢oziiniir ve viskoz bir siispansiyon olusur.
Bu ¢6ziinme sonucunda su artik amiloz ve amilopektin igerir. Sivilagma islemi, a-amilaz
tarafindan nisasta kalintilarinin yar1 hidrolizini yapar ve bu adim nisasta ¢6zeltisinin
viskozitesini azaltir. Sakkarifikasyon ile daha fazla hidroliz gerceklesir ve glikoz surubu,
fruktoz surubu ve maltozun olugmasina neden olur. Fruktoz surubu, glikoz surubunun
glikoz izomeraz enzimi etkisiyle olusturulabilen yapay bir tatlandirici olarak igcecek

endiistrisinde yogun bir sekilde kullanilir (Farooq ve digerleri, 2021).

Amilazlar, kakao karigimlariyla islenir ve bu sayede ¢ikolata surubu iiretilir. Bu surup,
cikolata nisastasinin dekstrinlestigi ve bu nedenle surubun kalinlagsmadigi bir yapiya

sahiptir. Amilaz ve Dutch prosesi (pH 5.5-7.5) kullanilarak kakaodan yiiksek kakao
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icerigine sahip, oda sicakliginda yiiksek stabilite ve akis 6zelliklerine sahip kakao aromali

suruplar tretilebilir (Ismail et al., 1992’den akt. Saini, Singh Saini ve Dahiya, 2017).
1.3.2. Gida Endiistrisi

Firincilik endiistrisinde, a-amilaz ekmek hamurundaki nisastay1 dekstrinlere hidrolize
eder. Maya, dekstrini fermante eder, hamurun viskozitesi azalir ve fermantasyon hizi
artar. Bu siirecin sonunda iriiniin dokusu ve hacmi artar. Bunun yani sira, a-amilazin
kullanimiyla ekmegin tadi, kizarma kalitesi ve kabuk rengi de gelistirilir. Uriinler
saklandiginda kabugun tazeliginin kaybi, i¢ kismin sertliginin artisi, ekmek lezzetinde
degisiklik ve i¢ kismin nem igeriginin azalmasi gibi istenmeyen degisiklikler meydana
gelir. a-Amilaz konsantrasyonun hafif yiiksekligi bile, ekmegin yapigkanligina sebep olan
dalli dekstrinlerin tiretimine yol agar bu nedenle kontrol altinda tutulmalidir (Suriya,

Bharathiraja, Krishnan, Manivasagan ve Kim, 2016).
1.3.3. Alkol Endiistrisi

Tahil, patates gibi nigastalar, etil alkol tliretimine yardimei olan ham maddeler olarak
kullanilir. Amilazlarin varliginda, nisasta 6nce fermante edilebilir sekerlere dontistiiriiliir.
Bira endiistrisinde, bakteriyel enzim kullanimi, kismen arpa maltinin yerine gecerek

stireci ekonomik agidan daha avantajli hale getirir (Santamaria ve digerleri, 1999).
1.3.4. Deterjan Endiistrisi

Enzimlerin deterjan formiilasyonlarindaki kullanimi, deterjanlarin zorlu lekeleri ¢cikarma
yetenegini artirir ve deterjanlar1 ¢cevre dostu hale getirir. Tiim s1vi deterjanlarin %90 bu
enzimleri icerir. Bu enzimler, deterjanlarin ¢amasir ve otomatik bulasik yikama ig¢in
kullanilir ve nisastali gidalarin kalintilarin1 (6rnegin patates, soslar, muhallebi, ¢ikolata
vb.) dekstrinlere ve diger kiiciik oligosakkaritlere parcalamak i¢in kullanilir. Amilazlar
diisiik sicakliklarda ve alkali pH seviyelerinde etkinlik gosterir ve yikama kosullari
altinda gerekli stabiliteyi korur; ayrica amilazlarin oksidatif kararlilii, deterjanlarda
kullanilmalar1 i¢in en 6nemli kriterlerden biridir. Yikama ortami oldukga oksitleyicidir.
Yiizeylerden nisastanin ¢ikarilmasi da beyazlik saglama agisindan énemlidir (Souza ve

Magalhaes, 2010).
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1.3.5. Tekstil Endiistrisi

Amilazlar, tekstil endiistrisinde hasil sokme (nisasta ¢ikarma) islemi i¢in kullanilir. Hagil
sokme, dokuma siireci sirasinda yiin ipliginin kopmasini 6nlemek icin gliclendirme
maddesi olarak islem 6ncesinde eklenen nisastanin kumastan ¢ikarilmasini igerir. Nisasta,
kumas liretiminden 6nce yline uygulanarak hizli ve giivenli bir dokuma stirecini saglamak

amaciyla kullanilir.

Nisasta, ucuzdur, diinyanin bir¢ok bolgesinde kolayca bulunur ve oldukca kolay bir
sekilde ¢ikarilabilir, bu yiizden oldukca etkili bir hasillayicidir. Nisasta, dokuma kumas
tiretildikten sonra, tekstil islemleri sirasinda islak bir islemde ¢ikarilir. Amilazlar,
nisastay1 selektif olarak ¢ikarir ve liflere zarar vermezler (Igbal et al., 1997 den akt., John,

2017).
1.3.6. Kilinik ve Tibbi Uygulamalar

Endiistriyel olarak iiretilen ilk enzim, 1894 yilinda fungal bir kaynaktan elde edilen bir
amilazdir. Sindirim bozukluklarinin tedavisi igin farmasotik bir yardimer olarak

kullanilmustir.

Biyo-pargalanabilen polimerler, bagirsak disindan verilen kontrollii salim sistemlerinde,
ilag salim hizin1 kontrol etmek amaciyla kullanilir. Ozellikle sinirl ¢dziiniirliige sahip
veya sindirim sistemi pH'ia duyarl ilaglarda, ilag salimini hizim1 ayarlamak i¢in boyle
bir sistem gereklidir. Biyo-pargalanabilir materyaller arasinda nisasta one ¢ikmaktadir.
A-amilaz ila¢ formiilasyonuna katilir, nisasta i¢cindeki dekstrinin ve ilacin daha kolay

ac1ga ¢ikmasini saglar. (Afzaljavan, Mobini-Dehkordi ve Javan, 2012).

Bununla birlikte, diabetes mellitus tedavisinde a-amilaz inhibisyonu popiiler bir aragtirma

konusu olmustur (Hussein, 2022).
1.3.7. Yakat Alkolii Uretimi

Biyo-yakitlar arasinda etanol en yaygin olarak kullanilanidir. Nisasta ekonomik bir
baslangic malzemesi oldugu i¢in, biyo-yakit olarak etanol iiretiminde kullanilir. Bu
islemde de jelatinlesme, sivilasma ve sakkarifikasyon islemleri uygulanir. Ortaya ¢ikan
sekerler daha sonra maya tarafindan alkole doniistiiriiliir. Bu islemin bir iyilestirmesi

olarak, amilolitik maya Saccharomyces fibuligera ve S. cerevisiae arasindaki protoplast
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fiizyonu gergeklestirilerek nisastadan biyo-yakiti dogrudan iiretebilen yeni bir maya susu
elde edilmistir, bu da sakkarifikasyon adimima gerek duymadan nigastadan biyo-yakit

tiretimini saglar (Chi ve digerleri, 2009).
1.3.8. Kagit Endiistrisi

A-amilazlarin hamur ve kagit endiistrisinde kullanimi, kaplanmis kagitta kullanilan
nisastanin Ozelliklerinin degistirilmesi i¢indir. Boylelikle diisiik viskoziteli, yliksek
molekiiler agirlikli nisasta iiretilebilir. Kaplama islemi, kagidin yiizeyini yeterince
diizgiin ve saglam hale getirmek ve kagidin yazma kalitesini artirmak amaciyla kullanilir.
Bu uygulamada, dogal nigastanin viskozitesi kagit iiretimi i¢in ¢ok yiiksektir bu yiizden
a-amilaz kullanilarak polimerin kismen pargalanmasi saglanir (Mezeal, Mezil ve
Shnewer, 2019). Soguk aktif a-amilaz, nisastanin viskozitesini azalttigi igin kagidin
uygun bir sekilde kaplanmasinda etkilidir bu sayede kagit endiistrisinde c¢ok
kullanilmaktadir (Afzaljavan ve digerleri, 2012).

1.4. Enzim immobilizasyonu ve Yéntemleri

Enzimleri kati yilizeylere baglamak i¢in immobilizasyon teknikleri gelistirilmis, bu
yontem enzimlerin bazi avantajlar saglamistir. Enzim immobilizasyonu i¢in ¢esitli

yontemler bulunmaktadir. Bu yontemler yedi ana kategori altinda incelenebilir.
1.4.1. Adsorpsiyon immobilizasyonu

Enzim immobilizasyonu, enzimin kati destek materyaline adsorbe olmasi ile
gergeklesir. Adsorpsiyon mekanizmalar1 zayif baglara (Van der Waals kuvvetleri,
elektrostatik ve hidrofobik etkilesimler) dayanir. Enzim ¢6zelti iginde ¢oziliniir ve kati
destek, uygun kosullarda belirli bir silire inkiibe edilir. Adsorbe olmayan enzim
molekiilleri daha sonra bir tampon soliisyonu ile yikama ile yilizeyden uzaklastirilir.
Adsorpsiyon ile immobilizasyon; fiziksel adsorpsiyon, elektrostatik baglanma veya
hidrofobik adsorpsiyon yontemleri ile yapilabilir (Brena, Gonzalez-Pombo ve Batista-
Viera, 2013; Homaei, Sariri, Vianello ve Stevanato, 2013; Nguyen ve Kim, 2017,
Sheldon, 2007; Thangaraj ve Solomon, 2019).
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Avantajlari

Adsorpsiyon ile immobilizasyon, reaktan igermeyen, diisilk maliyetli, genellikle

destek matrisinin herhangi bir fonsiyonellestirilmesini basit ve ekonomik bir siirectir.

Dezavantajlari

Enzimlerin destekle zayif fiziksel baglarla gevsek bir sekilde baglandigindan, sicaklik,
pH veya iyon kuvvetindeki degisikliklerin enzim desorpsiyonuna/¢ikarmasina neden
olabilir. Aym1 sebepten Otiirii, enzim sizintis1 gerceklesebilir ve bu durum depolama
stabilitesini zayiftir. Bunun disinda, destek materyali ylizeyine diger proteinlerin veya
maddelerin spesifik olmayan adsorpsiyonu ihtimal dahilindedir (Jesionowski, Zdarta ve
Krajewska, 2014; Lyu, Gonzalez, Horton ve Li, 2021).

1.4.2. Kovalent Baglama immobilizasyonu

Enzimdeki fonksiyonel gruplar ile destek materyali arasinda kovalent baglar kurularak
stabil kompleksler olusturulur. Enzimde bulunan, destekle kovalent bir bag
olusturulabilecek olan fonksiyonel grup, genellikle enzimatik aktivite i¢in gerekli
olmayan bir gruptur. Bu genellikle lizin (g-amino grubu) yan zincirleri araciligiyla
baglanmay igerir, sistin (tiyol grubu) ile aspartik ve glutamik asitler (karboksil grubu).
Kovalent baglanmada kullanilabilecek enzim fonksiyonel gruplar1 arasinda amino grubu,
karboksil grubu, fenolik grup, siilfhidril grup, tiyol grubu, imidazol grubu, indol grubu ve
hidroksil grubu bulunmaktadir. Enzimin kati destek {izerine baglanma prosediirii
genellikle iki asamadan gecer: (1) glutaraldehit veya karbodiimid gibi baglayici
molekiiller kullanilarak yilizeyin aktive edilmesi ve (2) enzim kovalent sekilde aktive
edilmis destek iizerine baglanir. Baglayici molekiiller, yiizey ile enzim arasinda kovalent
bag araciligiyla koprii gorevi goren ¢ok fonksiyonlu reaktanlardir (glutaraldehit veya
karbodiimid). Ik grup, immobilizasyon yiizeyine uyum saglar ve bir SAM olustururken,
ikinci grup Onceden aktive edilmis destekle baglanarak enzimle kovalent bir bag
olusturur. Farkli baglayicilar, farkl yiizeylerde (inorganik malzeme, dogal veya sentetik
polimer, membranlar) ve immobilizasyon protokollerinde (transdiiser yiizeyine dogrudan
veya transdiisere sabitlenmis ince bir membrana) kullanilir (Brena ve digerleri, 2013;

Homaei ve digerleri, 2013; Nguyen ve Kim, 2017; Thangaraj ve Solomon, 2019).
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Avantajlari

Kovalent immobilizasyon, enzimler ile destek matrisi arasinda giiglii baglar saglar
ve bu sayede destekten enzim s1zintisinin diger yontemlerden daha az olmasi beklenebilir.
Ayrica, SAM katmaninin yliksek bir homojenitesi ve immobilize edilmis enzim

miktarinin kontrolii avantajlari arasindadir.

Dezavantajlari

Kovalent baglanmada, birgok enzimin fonksiyonel gruplara sahip olmasi ig¢in
kimyasal modifikasyonlardan ge¢cmesi gerektiginden, enzim denatiirasyonu ve aktivite

azalmas1 veya kaybi riski yiiksektir (Lyu ve digerleri, 2021).
1.4.3. Hapsetme Immobilizasyonu

Hapsetme immobilizasyonunda enzim dogrudan destek yilizeyine bagl degildir, ancak
polimerik bir agin i¢ine hapsolmustur. Bu durum, substratlarin ve iirlinlerin gegisine izin
verir ancak enzim difiizyonu siirlandirilmistir. Hapsetme immobilizasyon siireci iki
adimdan olusur: (1) enzimi bir monomer c¢ozeltisine karistirma ve (2) monomer
¢ozeltisinin bir kimyasal reaksiyon veya degisen deney kosullariyla polimerlesmesi.
Enzim fiziksel olarak bir polimer kafesi i¢ine hapsoldugundan, polimerle kimyasal
etkilesime  girmez. Hapsetme immobilizasyonda  kullanilan  ydntemler,
elektropolimerizasyon, fotopolimerizasyon, 1zgara veya lif tipi icin sol-jel islemi ve
mikrokapsiilleme gibi hapsolma tiiriine bagl olarak cesitlilik gosterir (Brena ve digerleri,

2013; Homaei ve digerleri, 2013; Nguyen ve Kim, 2017; Thangaraj ve Solomon, 2019).

Avantajlari

Bu yontem, enzim stabilitesini artirabilir ve enzim sizmasini ve denatiirasyonu azaltabilir.
Enzim i¢in mikro-¢evreyi optimize edilebilir; hapsetme malzemesini optimal pH, polarite

veya amfipatik 6zelliklere sahip olacak sekilde degistirme imkani sunar.

Dezavantajlari

Kalin bir polimerin iiretimi; substratin, polimere derinlemesine difiizyonunu sinirlayan
kiitle transfer direncidir olusturabilir. Bu durum polimerin merkezindeki enzimlere

substrat ulasmamas1 ve reaksiyon hizinin azalmasina neden olabilir. Ayrica, destek
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matrisinin gdzenek boyutlar1 ¢ok biiylikse, hapsolmus enzimlerin sizmasina neden

olacaktir. Yontemin diisiik enzim yiikleme kapasitesi vardir (Lyu ve digerleri, 2021).
1.4.4. Capraz Baglama Immobilizasyonu

Capraz baglama ile enzim immobilizasyonu, enzim molekiilleri arasinda kovalent ¢apraz
baglantilar olusturan, geri doniisiimsiiz bir yontemdir. Bu siire¢, enzim molekiillerini ii¢
boyutlu ¢apraz bagl agregatlar halinde baglamak i¢in ¢ok fonksiyonlu bir baglaticiya
ihtiya¢ duyar. Immobilize edilmis enzim, reaksiyon karisimina eklenir ancak herhangi bir
destege bagli bulunmaz. Capraz baglama immobilizasyonunda iki yaklagim vardir: capraz
baglama enzim agregati (CLEA) ve ¢apraz baglama enzim kristali (CLEC) kullanimi. Her
iki yontem de enzimleri baglamak icin glutaraldehit gibi bir ¢apraz baglayici ajanin

kullanimin gerektirir.

CLEC yonteminde, glutaraldehit, kristallenme sonrasinda enzim kristallerini ¢apraz
baglamak i¢in eklenir. CLEC ile immobilize edilen enzimler genellikle mekanik
ozelliklerde 6nemli iyilestirmeler gosterirler ve bu nedenle stabil ve daha yiiksek

verimlilige sahiptirler.

CLEA, CLEC isleminin iyilestirilmis bir versiyonudur ve kristal olusturmasini
gerektirmedigi icin sulu cozeltilerde ¢alisabilir. CLEA yonteminde; tuzlarin, organik
¢oOziiciilerin veya non-iyonik polimerlerin eklenmesi, enzim agregalarinin olusmasina
neden olur (Cao, 2005; Garcia-Galan, Berenguer-Murcia, Fernandez-Lafuente ve
Rodrigues, 2011; Homaei ve digerleri, 2013; Nguyen ve Kim, 2017; Thangaraj ve
Solomon, 2019).

Avantajlar

Capraz baglama immobilizasyonu, basit bir yontemdir. Enzimler gii¢lii bir kimyasal
baglanma gosterirler, bu nedenle enzim sizintist minimumdur. Enzim i¢in mikro-¢evreyi

uygun stabillestirici ajanlar1 kullanarak ayarlama olanagidir, bu da stabiliteyi artirir.

Dezavantajlari

Glutaraldehit kullanimi ciddi enzim modifikasyonlarina ve enzimin muhtemel
konformasyonel degisikliklerine ve aktivite kaybina neden olabilir. Bu nedenle,

enzimlerin konformasyonel degisimlerini en aza indirmek i¢in immobilizasyon siireci
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sirasinda jelatin, bovine serum albiimin (BSA) gibi inert proteinler eklenebilir (Lyu ve

digerleri, 2021).
1.4.5. Afinite Immobilizasyonu

Afinite immobilizasyonu, "aktive edilmis" bir destek ile enzim yiizeyinde bulunan belirli
bir grup arasinda farkli biyo-afinite baglar1 olusturma prensibine dayanir. Bu amagla,
enzim aktivitesini veya katlanmasini etkilemeyen bir afinite kuyrugunu protein dizisinin
belirli bir pozisyonuna yerlestirerek elde edilir. Daha sonra bu modifiye edilmis enzimin
destek iizerine basit bir baglanmasi gergeklestirilir (Andreescu, Bucur ve Marty, 2006).
Bu baglanma, nispeten daha yiiksek asosiyasyon sabitlerine sahip olan affinite ¢iftlerini
segcme ve/veya sifir sizdirmayi destekleyen isletim kosullar segilerek elde edilebilir
(Mateo ve digerleri, 2006). Ayrica biospesifik adsorpsiyonun sayisiz uygulamasi
arasinda, immiinoadsorpsiyon da bulunmaktadir. Belirli antikorlar, uygun deneysel
hayvanlarda, herhangi bir enzime yonelik firetilebilir ve gerekli tarama sonrasinda

enzimin bir destek tizerinde immobilizasyonu i¢in kullanilabilir (Saleemuddin, 1999).

Avantajlari

Biyospesifik affiniteler kullanilarak adsorpsiyon yaklagiminin tiim avantajlari korunabilir
ve biyospesifiklik ile birlestirilebilir. Bu, desorpsiyonun daha iyi kontrol edilebilecegi ve
islem sirasinda nonspesifik yer degistirmenin ortadan kaldirilabilecegi kosullar1 saglar.
Afinite immobilizasyonu, sadece protein ylizeyinde bir afinite kuyrugu bulundugunda
"baglanma yeri veya destek iizerindeki belirli grup" baglantis1 nedeniyle tim
biyomolekiiller i¢in benzer segici ve yonlendirilmis immobilizasyon saglar. Enzim
yapisinda indiiklenen konformasyonel degisikliklerin minimize edilmesi saglanabilir ve
ayni aktive edilmis ylizeyin enzimle tekrar yliklenme ve farkl taleplere gore destekleri
tekrar kullanma olanagi saglayabilir. Ayrica immiinoafinite yontemi ile enzim

karisimlarindan saflastirilarak immobilizasyon saglanabilmektedir.

Dezavantajlari

Geleneksel adsorpsiyona kiyasla tek bir dezavantaj, adsorbanin fiyati olmustur. Afinite
etiketleri, histidin (His), sistin (Cys) veya mannose baglayici protein gibi etiketler, afinite
baglanmada rol oynayabilir ve birgok enzim bu kalintilar1 amino asit dizilerinde igerse

de, sayilar1 ¢ok sinirlidir ayrica bunlardan ¢ok azi protein yiizeyinde yer alir ve destekle
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baglanmaya erisilebilir (Andreescu ve digerleri, 2006; Mattiasson, 1988; Saleemuddin,

1999).
1.4.6. Iyonik Baglama immobilizasyonu

Enzimlerin geri doniisiimlii immobilizasyonu i¢in en popiiler, en basit ve en eski
protokollerden biri, enzimlerin iyon degisim reginelerine (genellikle anyonik olanlara)
adsorpsiyonudur. Bu geri doniisiimlii enzim immobilizasyonu genellikle oldukca hafif
olmaktadir bu nedenle ¢ogu protein, 1limli ve diisiik iyonik kuvvet kosullarinda bu tiir

matrikslerden tamamen salinir.

Bu sekilde yiiksek konsantrasyonda iyonlasabilir substratlar, reaksiyon sirasinda pH
degisiklikleri gibi durumlar immobilize enzimin destekten istenenin aksine, sizmasini
indiikleyebilir. Bu da enzimde fark edilir bir inaktivasyona ve {iriinde kontaminasyona

neden olabilir (Mateo, Abian, Fernandez-Lafuente ve Guisan, 2000).

Avantajlari

Geri dontgiimlii enzim immobilizasyon ydntemleri, immobilize edilmis enzim
biyokatalizorlerde destek fiyatinin agirligini azaltma avantajina sahiptir, c¢linkii destek,
enzim inaktivasyonu sonrasinda tekrar kullanilabilir: inaktive olmus enzim serbest

birakilabilir ve taze enzim eklenerek kullanilabilir (Virgen-Ortiz ve digerleri, 2017).

Dezavantajlari

Yiiksek iyonik giice sahip substrat ¢ozeltileri veya farkli pH ¢ozeltileri kullanildiginda,
enzim tasityicidan sizabilir. Bu, enzimler ile matriks arasindaki zayif baglardan
kaynaklanir (Mateo ve digerleri, 2000). Bununla birlikte, iyonik baglama, kovalent

baglamadan daha zayiftir.
1.4.7. Metal-Organik Cerceve immobilizasyon

Metal organik cergeveler (metal-organic frameworks, MOF), gbzenekli kristalin organik-
inorganik hibrit malzemelerdir. Metal iyonlar1 ve ¢ok disli ligandlar olmak tizere iki
bilesen, koordinasyon baglar1 araciligiyla farklt kombinasyonlarda bir araya gelerek
cokyonlii, lic-boyutlu yapilar olustururlar. MOF'larin morfolojisi ve islevselligi istenen
uygulamalar i¢in uyarlanabilir (Mehta, Bhardwaj, Bhardwaj, Kim ve Deep, 2016).

MOF’lar, cesitli gozenek yapilar (kafesler, kanallar), gézenek boyutlari, porozite (ylizey
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alani, gozenek boyutu dagilimi), hidrofiliklik ve hidrofobiklik igeren fonksiyonel
gruplarla birlikte elde edilebilir. Metal-organik c¢ergeveler ayni zamanda ¢esitli
biyomolekiiller (DNA, ilaglar, enzimler ve diger proteinler) i¢in immobilizasyon

destekleri olarak kullanilabilmektedirler (Hu, Dai, Liu, Du ve Wang, 2018).

Avantajlari

MOF'lar, enzimleri denatiirasyondan korumak ve enzimatik performansi artirmak igin
gozeneklerin/ylizey Ozelliklerinin kontrol edilmesi yoluyla enzimlere karsi bir stabil
mikrogevre olusturabilirler. Bu durum, MOF'lerin ¢esitli uygulama alanlarini 6nemli
Olciide genisletmektedir. Ayrica, metal diiglimlerinin ve organik baglayicilarin islevsel
cesitliligi, sentetik organik ve biyomimetik reaksiyonlari katalize etmek ve simultane

selale reaksiyonlarini kolaylastirmak i¢in kullanilabilir (Wang, Lan ve Ma, 2020).

Dezavantajlari

MOF yontemi ile immobilizasyonda enzimin tam olarak geri kazanilmasi hala zordur ve
MOF’larin stabilitesi yalnizca belirli pratik kosullarda sinanmaktadir. Etkili enzim
immobilizasyonu i¢in uygun MOF'lar oldukg¢a sinirlidir ve enzimin sizma, denatiirasyon
ve sinirli transfer verimliligi ile karsilasmasina neden olur. MOF-enzim kompozitlerinin
biyo-uyumluluk ve yenilebilirlik agisindan belirsizligi, biyomedikal ve gida alanindaki
giivenligi konusundaki belirsizlik yaratmakta ve uygulamalarini siirlamaktadir.
Maliyetleri ise pahalidir ¢iinkii MOF malzemeleri ve bu yontemle immobilizasyon

prosediirleri endiistrilesmemistir (Liang, Wu, Xiong, Zong ve Lou, 2020).
1.5. Fotopolimerizasyon

Fotopolimerizasyon, UV 15181 tarafindan indiiklenen monomerlerin polimerizasyonunu
baglatarak ¢apraz bagl polimerlerin olusumunu saglayan bir polimerizasyon yontemidir
(Kaur ve Srivastava, 2002). Son 30 yilda, fotokimyasal polimerizasyon endiistriyel
uygulamalarda yaygin bir sekilde kullanilmakta olup milyar dolarlik bir endiistrinin

temelini olusturmaktadir.

Fotopolimerizasyonun diisiik maliyetlerle oda sicakliginda gerceklestirilebilen, hizli ve
enerji verimli bir teknik olmasi, diger polimerizasyon tekniklerine kiyasla daha avantajh
oldugunu kanitlamistir. Polimerizasyonda reaksiyona giren monomer ve diger
Kimyasallar diizenlenerek polimerizasyon sonrasinda malzemenin performansina etki

32



edilir ve malzemenin spesifik 6zellikleri (renk, sertlik, yanma ve pH direnci, yapigkanlik,
iletkenlik vb.) kolayca diizenlenebilmektedir (Chiulan, Heggset, Voicu ve Chinga-
Carrasco, 2021). Metakrilatlarin serbest radikal polimerlesmesi, tiyolen polimerlesmesi
ve epoksi ve vinil eterlerin katyonik polimerlesmesi, fotopolimer aglarinin tiretilmesinde
en yaygin kullanilan yontemler olmustur. Serbest radikal polimerlesmesi hizlidir, izole
hatalara olduk¢a duyarsizdir ve genis bir islevsellik yelpazesi ile tolere edilebilir. Ayrica

sulu ortamlarda gergeklestirilebilir (Lai, Peng, Li, Zhu ve Xiao, 2022).

Fotokimyasal polimerizasyonun kullanildig1 uygulamalar arasinda filmler ve kaplamalar,
miirekkepler, yapiskanlar, fiber optikler yer almaktadir. Dis dolgulariin kiirlenmesi ve
polimerik foto-optik kontrol malzemeleri gibi modern fotopolimerizasyon uygulamalari
da mevcuttur. Bu endiistrilerde, fotokimyasal polimerizasyon sistemlerinin sagladigi
yiiksek verimlilik ve diisiik maliyetlerden biiylik Ol¢lide faydalanilmaktadir
(Andrzejewska, 2001).

Bir fotopolimer malzeme fotonlar1 sogurdugunda, primer baglatici radikaller olusturur.
Bu serbest radikaller, daha sonra ¢ozelti i¢cindeki monomerler ile reaksiyona girer ve
boylece makro-radikaller olusturur. Makro-radikaller daha sonra monomer ile reaksiyona
girerek yayilan polimer zincirlerini olusturur. Bu reaksiyon sonucu malzeme
yogunlugunda degisim gerceklesir ve dolayisiyla (1s1k) kirilma indisinde bir farklilik
meydana gelir (Gleeson, Liu, O’Duill ve Sheridan, 2008).

Akrilat grubu, esterlesme reaksiyonlariyla ¢esitli hidroksil-fonksiyonel gruplu
polimerlere ve uygun polimerlestiricilere kolayca baglanabilir. Bu reaksiyonlar serbest
radikal mekanizmasini takip ederek hizla polimerlesme saglar (Freudenberg, Jansch,
Hinkel ve Bunz, 2018). Sekil 1.6’da gosterilen akrilat ve metakrilat kimyasi, fotopolimer
uygulamalari i¢in oldukca uygun olup, bu yiiksek reaktif fonksiyonel gruplar poliester,
poliliretan, poliiirea, polipolietilen ve polidimetilsiloksan kokenli oligomerlerde
fonksiyonel u¢ ve yan gruplar olarak yer almistir. Monofonksiyonel vinil monomerlerin
serbest radikal fotopolimerizasyonunu gergeklestirmek miimkiin olsa da, bunu yapmak
icin heniliz gercek bir pratik veya Onemli ticari neden belirlenmemistir. Aslinda,
fotopolimerizasyon teknolojisinin tiim ticari uygulamalari, ¢ok fonksiyonlu monomerleri

veya ¢ok ve monofonksiyonlu monomerlerin bir kombinasyonunu i¢cermektedir. Sonug
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olarak, elde edilen polimerler ¢6ziinmez, erimez, ¢apraz bagl ag polimerlerdir (Crivello

ve Reichmanis, 2014).

H (CHy)

/H (CH,) hv /
H,C=—=C o H,C c
0 OCH; \ /n
CO;R Nl CO,R
Ph=—C=—C=—Ph

OCH,
Sekil 1.6 Metakrilat fotopolimerizasyonu (Crivello ve Reichmanis, 2014)

Bir biyomolekiiliin, polimer destege kovalent olarak baglanmas1 temelde iki asamali bir
stirectir: analitin fonksiyonellestirilmesi ve kovalent immobilizasyon. Bu sayede her iki
adim i¢in de optimal kosullarin se¢ilimi yapilabilir. Kovalent immobilizasyonun énemli

bir dezavantaji, aktivite kaybina olabilmesidir (Teles ve Fonseca, 2008).

1.6. Capraz Bagh Etoksile Akrilat Recine (Cross-Linked Ethoxylate Acrylate
Resin, CLEAR) Polimeri

Cok fonksiyonlu monomerler, genellikle ¢capraz baglayicilar olarak bilinir, serbest radikal
polimerizasyonunda kullanilir ve tip, ilag, boya, kolon paketleme, optik, polimer katki
maddeleri, iyon degisim regineleri ve lastik gibi uygulamalarda kullanilan polimer aglari
iiretmek i¢in kullanilir. Capraz baglama islemi, bir ag elde etmek i¢in polimer zincirlerini
baglamay1 igerir, bu da film sertliginde, ¢oziiciilere, kimyasallara ve deterjanlara karsi

direncte artisa neden olur (Srivastava, 2009).

Alandaki alisilagelmis bilgi, polimer desteklerin stabilite i¢in gerekli minimum diizeyde
capraz baglanmis sahip olmasi gerektigidir. Boylece bunlar i¢inde kat1 faz kimyasinin
gerceklestigi 1yl ¢oziinen jelleri olusturabilirler. Alternatif olarak, yiiksek derecede capraz
baglantiya sahip gézenekli ancak sert destekler de kullanilabilir. Capraz bagli etoksile
akrilat regine (Cross-Linked Ethoxylate Acrylate Resin, CLEAR) polimeri, dalli ¢apraz
baglayici trimetilolpropan etoksilatin (14/3 EO/OH) triakrilat ile diger monomerlerin
radikal kopolimerizasyonu ile hazirlanirlar (Kempe ve Barany, 1996). CLEAR polimeri,
su dahil genis bir ¢oziicli yelpazesinde sisen, biyo-uyumlu destek ihtiyacini karsilamak
lizere gelistirilmistir. Polimer, peptit sentezi i¢in kullanilan kosullarda stabil durumdadir
(Cederfur ve Kempe, 2001) ve bu sayede enzim ¢alismalarinda da uygun bir kimyasal
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olarak CLEAR ve tiirevleri kullanilmaktadir (Edwards, Caston-Pierre, Bopp ve Goynes,
2005).

1.7. Biyosensorler

Biyolojik algilama elemanlar1 (biyoreseptor) olarak enzim/substrat, antikor/antijen ve
niikleik asit/kompleman-sekans-giftleri gibi ana biyolojik malzemeler biyosensor
teknolojisinde kullanilmaktadir. Biyolojik tespit elemanlarmin segiciligi, karmagsik
karisimlarin gercek zamanli analizi i¢in yiiksek derecede 6zgiil cihazlarin gelistirilmesi
olanak tanir. Ozellikle, elektrokimyasal biyosensorler, analiz tekniklerinin dayanikliligs,
iyi algilama limitleri, genis saptama araligi, iyi stabilite ve tekrarlanabilirlik, disiik 6rnek
hacmi ihtiyact ve kolay kiiglik iiretilebilirlik gibi elektrokimyasal tekniklerin dogal

avantajlarindan faydalanir (Pérez-Fernandez ve de la Escosura-Muiliz, 2022).

‘ = Analit

e = N

Analit Konsantrasyonu

Doniistiiriici Biyo-algilama <
béliim bolimi

. Elektrokimyasal . Hiicre,

. Optik . Enzim,

. Kalorimetrik .DNA, RNA,

. Piezoelektrik . Antikor

. Manyetik

Sekil 1.7 Biyosensor yapist (Muti Istek ve Bulca, 2021)

Enzim tabanli elektrokimyasal biyosensorlerin ¢alisma prensibi, olgiilen elektriksel
sinyaldeki degisikligi tespit etmek ve bu degisimi bir panele aktarmaktir. Bu sinyal, bir
enzimatik reaksiyon araciligiyla elektroaktif madde iretiminin veya tiikketiminin
sonucudur. Bu tiir biyosensorler, kullanim1 uzmanlik gerektiren laboratuvar tekniklerine
bagimlilig1 ortadan kaldirmakla kalmaz, ayn1 zamanda daha diisiik maliyetli bir 6l¢lim
yontemi sunar. Bu nedenle, birgok alanda farkli analitler i¢in kullanilmaktadirlar (Akdag,
Isik ve Goktas, 2020).
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Biyosensorler, hedef analit ile secici olarak reaksiyona girerler ve incelenen analitin
konsantrasyonuyla dogru orantili bir elektrik sinyali iiretirler. Elektrokimyasal
biyosensorler, iki ana kategoriye ayrilmaktadirlar; biyokatalitik cihazlar ve biyo-afinite
sensorleri. Biyokatalitik cihazlar, hedef analiti taniyan ve elektroaktif maddeler iireten
enzimler, biitiin hiicreler veya doku kesitleri icerir. Biyo-afinite sensdrleri ise, analit ile
bir antikor, niikleik asit veya reseptdr gibi bir biyolojik bilesen arasinda secici baglanma

etkilesimine dayanir (Ronkainen, Halsall ve Heineman, 2010).

1.7.1. Elektrokimyasal Biyosensor Tasariminda Dikkat Edilmesi Gereken

Noktalar

Biyosensor tasarimlarinda ve hazirlanmasinda, dikkat edilmesi gereken belli faktorler

mevcuttur. Bunlar;

i. Analite uygun biyoreseptoriin se¢ilmesi,
ii. Biyoreseptoriin donistiiriiciiye (transducer) immobilize edilmesinde kullanilacak
yonteminin iyi degerlendirilmesi ve uygulanmasi
iii. Biyoreseptoriin analiti tanimasiyla olusan fiziksel veya kimyasal sinyali, elektronik
sinyale ¢eviren doniistiiriictiniin tercihi ve tasarimu,
iv. Olgiim araligina, duyarliliga ve dlgiimlerdeki girisimlere dikkat edilmesi,
V. Cihazn, kullanimi kolay ve ¢evresel faktorlerden etkilenmesini en aza indirgeyecek

bir sekilde tasarlanmasi (Koger, 2017).
1.7.2. Elektrokimyasal Biyosensor Se¢ciminde Dikkat Edilmesi Gereken Noktalar

i. Duyarhlik: Biyosensoriin analit konsantrasyonundaki birim degisim basina
sensoOriin  verdigi yanit olarak tanimlanir. Duyarlilik, kalibrasyon egrisinin
dogrusal araligindan hesaplanir. Dogrusal araligin egimi, biyosensoriin
duyarlhiligini gosterir.

ii. Secicilik: Sensoriin belirli bir hedef analite, 6zel olarak yanit verme o6zelligidir.
Analiti  algilayacak biyoreseptér ylizeyinin, segicilik saglamak igin
gelistirilmemesi durumunda ¢ikis sinyali belirsizlik tagiyabilir ve bu da zayif bir
biyoalgilama performansina yol agabilir.

iii. Dogrusal Aralik: Biyosensoriin dogrusal araliginin belirlenmesi, biyosensoriin

hangi analit konsantrasyonlari arasinda kullanilabileceginin belirlenmesinde
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onemlidir. Dogrusal aralik, bazen dinamik aralik veya dogrusallik olarak da
adlandirilabilir.

iv. Yamt Siiresi: Ger¢ek zamanli analizde yanit siiresi, bir analitin yanitinin %95'ine
ulagmas1 i¢in gereken zamani ifade eder. Yanit siiresi elektrokimyasal
biyosensorlerde, analit konsantrasyonu ve dogrusal araliktan etkilense dahi 10
dakikay1 agsmamalidir.

v. Tekrarlanabilirlik:  Tekrarlanabilirlik, sensoriin elde ettigi sonuglarin
dogrulugudur. Tekrarlayan 6l¢timlerde biyosensoriin ayni ¢iktiy1 vermesi oldukga
onemlidir.

vi. Algilama Limiti: Algilama limiti (limit of detection, LOD), bir 6rnekte dl¢iilebilen
en diisiik analit yogunlugunu ifade eder. Diisiik algilama limiti, biyosensorlerin
O6nemli bir avantajidir.

vii. Kullannm Omrii: Kullanim &mrii, biyosensoriin kullamlabilir oldugu siireyi
belirtir. Her biyosensoriin kullanilmaya baslandigt zaman ve ka¢ Olglimde
kullanildigina bagl olarak bir kullanim 6mrii mevcuttur.

viii. Stabilite: Stabilite, belirli bir siire boyunca taban ¢izgisinde veya hassasiyetindeki
degisikligi tanimlar (Akgiil, 2021).

1.7.3. Elektrokimyasal Hiicre Tasarim

Bir elektrokimyasal hiicre; indirgenebilen ya da yiikseltgenebilen elektroaktif bir tiirii, bu
tiirlin igerisinde ¢dziinecegi uygun bir ¢oziiciiyii, destek elektroliti, lizerinde elektron
transferinin  gergeklestigi elektrotlart ve bu elektrotlarin voltaj/akim degerlerini

uygulayacak potansiyostat baglantisini igerir.

Elektrokimyasal hiicreler, iki veya ii¢ elektrotlu hiicreler olmak iizere iki cesittir. Ug

elektrotlu sistemler asagidaki nedenlerden 6tiirli daha ¢ok tercih edilmektedir.

e Elektroaktif maddelerin indirgenme ve yiikseltgenme potansiyellerinin
belirlenebilmesi,
e Elektrot potansiyelinin zamanla degismemesi,

e Potansiyel kontrollii elektroliz yapilamasi.

Ug elektrodun kullanildig: deney diizenekleri karsit, calisma ve referans elektrottan olusur

ve bu elektrotlar reaksiyon ortamina daldirilir (Sekil 1.8). Calisma elektrodu ile karsit
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elektrot arasina, belli tarama hizlarinda degistirilen elektriksel potansiyel uygulanir. Bu
potansiyel degisimi sonucunda c¢alisma elektrodu lizerinden gegen akim cevabi belirli

referans elektrotlar kullanilarak belirlenir (Eryigit, 2017).

POTANSIYOSTAT

Analit JJ Referans

L P
Calismag l — elektrot
elektrodu i ,yardlmu

elektrot

Sekil 1.8 Elektrokimyasal hiicre drnegi.

i.  Cahsma Elektrodu

Potansiyeli 6l¢iim esnasinda dogrusal olarak degistirilir, indikator elektrot veya calisma
elektrodu olarak isimlendirilir. Genellikle, calisma elektrotlarinda polarizasyonu

arttirmak icin ylizey alaninin kii¢iik olmasi tercih edilir (Tepeli, 2015).
Voltametride, caligma elektrodunun avantaj saglayan nitelikleri:

i. Oldukga iletken ve sinyal cevabr siiresi (etki-tepki) kisa olmas,

ii. Calisilan potansiyel araliginda sadece analitin verdigi elektron transferini
gostermesi, ¢alisma elektrodu olarak segilen malzemenin herhangi bir reaksiyon
vermemesi (inert),

iii. Analitin verdigi elektron transferinin goriilebilecegi, potansiyel araligi (pencere)
genis olmast,

iv. Elektrot modifakasyonu i¢in kolay islenebilir yiizeye sahip olmasidir.

Calisma elektrodlarinin pek ¢ok ¢esidi (civa, platin, altin, camsi karbon, ITO vb.)

mevcuttur. Yapilacak analize en uygun elektrot tercih edilir.

il. Referans Elektrot

Referans elektrodun potansiyeli sistem iizerindeki tiim degisimlerden minimum derecede

etkilenir ve pil hiicresindeki diger elektrotlara kiyasla bir karsilagtirma gorevi goriir.
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Elektrot potansiyeli net olarak bilinen bir yar1 hiicredir. En yaygin kullanilan referans
elektrotlart Ag/AgCl ve Hg/Hg,Cl,’diir (doygun kalomel). ideal bir referans elektrotun
potansiyeli tersinir olmali, zamanla degismeyip kiiciik akim degisimleriyle potansiyeli
fark gostermemeli ve sicaklik degisimlerinden etkilenmemelidir (Tepeli, 2015). Tersinir

karakterli ve Nernst esitligine uymalidir.

ii.  Karsit (Yardimcr) Elektrot

Ucgiincii elektrotun islevi; uyarici elektriksel potansiyelin, potansiyostat kaynagindan
cikip ¢ozeltiden gegmesi sayesinde calisma elektroduna aktarilmasini saglar. Yardimci
elektrot sadece elektron sunar sisteme ve hiicreden akimin ge¢mesini saglar. Cogunlukla
Pt gibi iletkenler tercih edilir (Giingér, 2020).

1.7.4. Elektroanalitik Yontemler

Elektrokimyasal yontemler, kimyasal maddelerin reaksiyonlar1 ile elektriksel 6zellikler
arasindaki iligkiyi kullanarak bir maddenin nicel veya nitel analizini gergeklestirmesini
saglar. Bunun icin ¢ozelti veya analitlerin; akim, potansiyel, yiik gibi elektriksel
ozellikleri kullanilir. Analit miktarmin tayin edildigi kromatografik, spektrofotometrik
gibi diger yontemlere gore, daha uygun maliyetli ve diisiikk konsantrasyonlarda bile sonug

verebilmeleri tercih edilmelerini saglamaktadir (Ozkan, 2022).
1.8. Elektrokimyasal Biyosensor Tipleri

Tipik bir voltametrik uyari; elektrokimyasal olarak tayin edilecek analitin verdigi akim-
potansiyel sinyalinin dl¢iilmesine dayanir. Hiicredeki akimin, uygulanan potansiyel ile
gerceklesen kimyevi dontlisiim sayesinde olugsmasi ve akimin okunmasi prensibine dayali

farkli metotlar gelistirilmistir.
1.8.1. Amperometrik Biyosensorler

Amperometrik biyosensorler, ¢alisma elektrodunda biyokimyasal reaksiyon iiriinlerinin
dogrudan yiikseltgenmesi ya da indirgenmesi sayesinde olugsan akim degisimlerini 6l¢en
analitik cihazlardir. O2 ve H202 pek ¢ok enzimatik reaksiyonun ko-substrati ve {lriinii
durumundadir. Amperometrik biyosensorler biyomedikal, ¢evresel ve endiistri gibi

alanlarda kullanilmaktadir (Can, 2023).
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Oxygen Permeable
Membrane

Glucose
Sekil 1.9 Tipik bir amperometrik biyosensor 6rnegi
1.8.2. Potansiyometrik Biyosensorler

Potansiyometrik biyosensorler, bir ¢ozelti icine daldirilmis iki elektrot arasindaki
potansiyel farkini 6lcer. Potansiyometrik biyosensorler temel tabakasini iyon secici
elektrotlar veya gaz duyarli elektrotlarin iizerine bir veya daha fazla enzimin
immobilizasyonu ile yapilmaktadir. Potansiyometrik enzim sensorler, iyon segici
elektrotlar ve gaz secici elektrot temellidirler. Bunlar enzim sensdrleri olup amonyak-

amonyum, iyot, siyaniir, pH ve karbondioksite duyarli sensorlerdir (Sariboga, 2008).
1.8.3. Kondiiktometrik Biyosensorler

Kondiiktometrik biyosensorler, hemen hemen her enzimatik reaksiyonun elektroaktif
substrat tiikketimi veya {iriin liretimi yapmasi prensibine dayanir ve bu sayede, test edilen
Oornegin iyonik bilesiminin genel bir degisimine neden olur. Kondiiktometrik
biyosensorler, elektrot ylizeyine immobilize olan biyoreseptoriin iletkenligini 6l¢ebilen
iki elektrotlu bir cihazdir. Reaksiyon ortaminda tiiketilen veya liretilen iyonlar, ortamda
bulunan enzim immobilize ¢alisan elektroduyla ve karsit elektrot arasindaki iyonik bir

fark olusturur. Bu fark kondiiktometrik biyosensor tarafindan algilanir (Soy, 2011).
1.9. Elektrokimyasal Olciim Teknikleri

Elektrokimyasal biyosensorlerde cesitli Ol¢tim teknikleri kullanilmaktadir. Bunlar
arasinda dogrusal tarama uyari sinyali, diferansiyel puls uyar1 sinyali, kare dalga uyari

sinyali ve liggen dalga uyar1 sinyali yer almaktadir.
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Sekil 1.10 En yaygin kullanilan dort voltametri yontemi: (a) Dogrusal Tarama Uyari
Sinyali, (b) Diferansiyel Puls Uyar1 Sinyali, (¢) Kare Dalga Uyar Sinyali, (d) Uggen
Dalga Uyar1 Sinyali

1.9.1. Doniisiimlii Voltametri (Cyclic Voltametry, CV)

Dontistimlii voltametri; karigtirilma islemi olmaksizin, ¢ozeltiye batirilmis bir elektrotun
potansiyeli dongiisel olarak degistirmek suretiyle (Sekil 1.10 a), elektroliz hiicresinden
gecen akimin zamana karsi ol¢lilmesine dayanir. Dontisiimlii voltametride potansiyel
zamanla dogrusal olarak degistirilir ve farkli tarama hizlarinda bu degisim tekrarlanabilir.
Onemli olan elektron transfer hizina eslik edebilecek hizda, taramalar yapilmasidr.
Dontistimlii voltametri (CV) potansiyel taramasi bir yonde yapilir ve ters yonde tarama
da gergeklestirilerek uygulama tamamlanir Bir doniisiimlii voltamogram elde etmek i¢in
elektrot-¢ozelti ara yiizeyine uygulanan uyari sinyalinin zamanla degisimi Sekil 1.10 d’de

gosterilmistir (Kara, 2013).
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1.9.2. Kare Dalga Voltametrisi (Square-Wave Voltametry, SWV)

Kare dalga voltametrisi genis bir aralikliga sahip, ¢cok yonlii diferansiyel bir tekniktir.
Kare dalga voltametrisi karisik, birbirine yakin, birden fazla elektron transfer islemi
barindiran ve bu yiizden de girisim yapabilen redoks reaksiyonlarinin incelenmesinde
kullanigh bir tekniktir. Kare dalga voltametrisinde, calisma elektrodu ile referans
elektrodu arasindaki potansiyelin artist  kare seklindeki dalgalar halinde
gerceklesmektedir. Ileri ve ters yonlii pulslarin sonunda olusan kare dalga déniisiimii icin

akim Olgiiliir.

Bu yontem diisiik derisimlerde ve cok kisa siirede sonuglar verdiginden tercih
edilmektedir. Cok hizli ve hassas bir tekniktir ve 10® M gibi oldukca seyreltik
konsantrasyonlarda galisma firsat1 saglamaktadir (Ozen, 2018; Tingaz, 2023).
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal
2.1.1. Cahsmada Kullanilan Kimyasal Malzemeler

e Glisidil metakrilat (GMA)- Aldrich

O

HQC%O%
O

CH3

¢ 3,6-dioksa-1,8-oktanditiol- Aldrich,
HS o O gy

e 3,5-dinitrosalisilik asit (DNSA)- Merck

@]

ON OH
OH

NO,

e o-amilaz (domuz pankreasindan, Tip VI-B)- Merck

e Etoksile 3 Bisfenol A Diakrilat (SR349)- Sartomer'den hediye olarak elde

edilmistir.

R

a+b=3

o Etoksile (20) Trimetilolpropan Triakrilat (SR415)- Sartomer'den hediye olarak elde

edilmistir.
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e Darocure-1173 fotobaslatici- Ciba Specialty Chemicals'den temin edilmistir.

oo

CH,

e Quick Start™ Bradford Protein Assay (Bio-Rad)

. Kullamilan Cihazlar

Fourier Doniisiimlii Infrared Spektrometre : Perkin Elmer Spektrum 100ATR-FT-
IR Spektrometre

Spektrofotometre : TermoScientific, Helioszeta UV-VIS (A.B.D.)
Hassas Terazi : SartoriousAnalytic, A200S +0,0001(Almanya)
-80 °C Derin Dondurucu : ThermoElectronCorp., Forma (A.B.D.)
Buzdolabi : Regal (Tiirkiye)

Su Banyosu : Wasserbad WB Serisi (Almanya)

Vorteks Karistirici : Fisons, Whirlimixer (Ingiltere)

Destile Su Cihazi : Millipore, Rios-DI UV (A.B.D.)

Manyetik Karistirici : VelpScientifica, ARE (italya)

pH metre : Hanna, HI 9024 (Romanya)

Orbital Karistirict : IKA-Werke, OS 10 B(Almanya)

UV Sertlestirici :

Potansiyotat/Galvanostat: Gamry Referans 600
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Tiim dl¢iimler i¢in ayn1 yardimci elektrot ve referans elektrot kullanilmistir;

e Yardimc elektrot: Spiral platin tel
e Referans elektrot: Doymus kalomel elektrot (DKE)
e (Calisma elektrodu: ITO elektrot

Yapilan spektroelektroanalitik dlgiimlerde ¢ozelti ortamindaki O2’yi uzaklastirmak icin
¢Ozelti icinden gaz gecirme aparati ile N2 gaz1 gecirilmistir. ITO, hazirlanan sentez

maddenin ¢dzeltisi bir piiskiirtme diizenegi vasitasiyla kaplanmistir.

2.2. Metot

2.2.1. Polimerin sentezi

CLEAR-epoksi temelli fotokiirlenebilir polimer destek, SR349, SR415, GMA ve 3,6-
dioksa-1,8-oktaneditiol'ii sirasiyla, 2:3:4:1 agirlik oraninda karistirarak hazirlandi. Bu
monomerlerin segilmesinde diisiik toksisite degerleri etkili oldu (Akremi, Beji ve
Baklouti, 2015; Macherey ve digerleri, 2021; Moilanen, Dahms ve Hoberman, 2013).
Darocure-1173, siv1 tipi fotobaslatici olarak kullanildi ve miktart %3 (agirhik/agirlik)
olarak sabitlendi. Hazirlanan formiilasyon daha sonra bir teflon kaliba aktarildi. UV
lamba altinda 300 saniye siireyle 1s1ma yapildiktan sonra 1 mm kalinliginda bir polimer
destek elde edildi. Sekil 2.1, enzim immobilizasyonu igin fotopolimerizable polimer

destegin hazirlanigin1 géstermektedir.

a SR 349 . :SR 415 ': GMA . : 3,6-dioksa-1,8-oktanditiyol - Fotokiirlenmis Polimer A : A-amilaz : Nisasta - Indirgen Seker (Maltoz)
B > > Aga
T — A
2:3:4:1 oraninda —

karistinildi

Sekil 2.1 Polimerik destegin sentezi ve a-amilaz immobilizasyonu.
2.2.2. Polimerik Destegin Karakterizasyonu

Enzim immobilizasyonu 6ncesi ve sonrasinda hazirlanan polimerik destegin fonsiyonel

gruplarinin analizleri, Fourier Doniisiimli Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR) ile yapildi.
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Perkin Elmer Spektrum 100 ATR-FT-IR Spektrometre cihaziyla spektrumlar, 400-4000

cm bandinda 6lciildii.
2.2.3. A-Amilaz'in immobilizasyonu

9 mg a-amilaz ve 10 mM fosfat tamponu (pH 6.9) igeren enzimatik ¢ozeltiye, CLEAR-
epoksi temelli fotokiirlenmis polimer destek {istii kapanacak sekilde eklendi. Cozelti,
25°C'de orbital karistiricili su banyosunda 24 saat boyunca inkiibe edildi. Enzim
immobilize edilmis polimer fosfat tamponu (pH 6.9) i¢inden ¢ikarildi. Fiziksel baglh
enzim, polimerin li¢c kez 10 mM fosfat tamponu (pH 6.9) ile yikanmasi ile ¢ikarildi.
Immobilizasyon baslangici ve sonunda, enzimatik ¢ozeltiden alinan drnekler, polimere
kovalent baglanan enzim miktarin1 l¢mek i¢in saklandi. Enzim-immobilize polimer, agik

havada kurutuldu.

Immobilize olan enzim miktar1, immobilizasyon dncesi ve sonrasinda ¢dzeltiden alinan
ticlii 6rneklerin protein miktarlarinin Bradford yontemiyle analizi ve sonuglarinin ayni

yontemle hazirlanmis protein standart grafigi kullanilmasi ile belirlendi.
2.2.4. Bradford Yontemiyle Protein Tayini

Immobilize enzim miktar: Bradford yontemi ile yapildi (Spencer ve Davie, 2003).

i.  Ovalbumin stok ¢6zeltisinden (2mg/mL) seyreltilerek standartlar hazirlandi,
ii.  Ornekten 100 pL alindi.
iii.  Standart ve 6rneklerin toplam hacmi distile su ile 800 pL’ye ayarlandi
iv.  Kor olarak 800 pL distile su kullanildi.
v.  Standart, kor ve ornek ¢ozeltilerine 200 pL Bradford reaktifi eklendi,

vi. 595 nm’de, 10 dakika sonra kore kars1 absorbans dlglimleri yapildi.
2.2.5. Maltoz Standart Grafigin Hazirlanmasi

ImL, 10 mM fosfat tamponu (pH 6.9) icinde farkli konsantrasyonlarda maltoz ¢ozeltileri
hazirlandi. Maltozlarin  konsantrasyonuna karsilik gelen absorbans degerlerinin
bulunmasi i¢in maltoz ¢6zeltilerinin bulundugu deney tiiplerine 1’er mL DNSA reaktifi
eklendi ve kaynar su banyosunda 5 dakika inkiibe edilerek reaksiyon durduruldu.

Ardindan tiiplerin oda sicakligina gelmesi beklendi. Maltoz miktari, 540nm'de
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spektrofotometrik olarak belirlendi. Farkli konsantrasyonlardaki maltoz ¢ozeltileri ve
spektrofotometrede bu konsantrasyonlar i¢in Olgiilen absorbans degerleri, bir standart

egrisi hazirlamak i¢in kullanildi. Her uygulama ti¢lii tekrarlar halinde gergeklestirildi.
2.2.6. Enzim Aktivitesi Tayini

Bu ¢aligmada, immobilize edilmis a-amilazin aktivitesi, nisastadan agiga ¢ikan indirgen
sekerlerin (maltoz) tespiti i¢in 3,5-dinitrosalisilik asit (DNSA) kullanilarak belirlenmistir
(Paul, Gupta, Beliya, Tiwari ve Jadhav, 2021; Visvanathan ve digerleri, 2020).

Deney tiipiine, miktari bilinen a-amilaz immobilize polimer konuldu. Polimerlere 0.5 mL
10 mM fosfat tamponu (pH 6.9) eklendi. Ardindan 0.5 mL saf suda ¢oziinmiis nigasta
(agirlikea %1) ¢ozeltisi eklendi ve sistem, orbital karistiricili bir su banyosunda tam 10
dakika, 30°C'de inkiibe edildi. Reaksiyon, 1 mL DNSA reaktifi eklenmesinden sonra
kaynar su banyosunda 5 dakika inkiibe edilerek durduruldu. Ardindan tiiplerin oda
sicakligina gelmesi beklendi. Acgiga c¢ikan indirgen sekerin (maltoz) miktari,

spektrofotometrik olarak 540 nm'de belirlendi. Her 6l¢iim ti¢ kez tekrarlanmistir.

Bir enzim aktivitesi birimi (U); deney kosullar altinda, dakikada 1 pmol maltozu ac¢iga

¢ikaran enzim miktar1 olarak tanimlanmustir.

Spesifik Aktivite (U/mg) = agiga ¢ikan maltoz (umol) / a-amilaz miktar1 (mg) x dakika
2.2.7. pH’a Bagh Olarak immobilize Enzimin Aktivite Degisikligi

pH'a baglh immobilize ve serbest enzimlerin aktivite degisikligi, pH 3-9 arasi (0.5
araliklarla) farkli pH degerlerinde fosfat tamponlarinda incelendi. Aktivite hesaplamalari,
yukarida belirtilen formiil kullanilarak hesaplandi. %100 en yiiksek aktivite degeri kabul
edildiginde ve diger sonuglar bu referans degere gore kiyaslanarak % aktivite
hesaplamalar1 yapildi. Bu degerlendirmeler sonucunda % bagil aktiviteye karsi pH grafigi

olusturuldu.

Immobilize enzimin pH’a bagh aktivite degisiminde zamanin roliiniin incelenmesi i¢in

yukaridaki adimlar 21 giinliik immobilize enzim i¢in tekrarlandi.
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2.2.8. Sicakhga Bagh Olarak immobilize Enzimin Aktivite Degisimi

Sicakligin etkisinin, immobilize ve serbest enzim aktivitesi iizerindeki degisimleri
gozlemek amaciyla farkli sicakliklarda (30°C-80°C) aktivite tayini yapildi. %100 en
yuksek aktivite degeri kabul edildiginde ve diger sonuglar bu referans degere gore
kiyaslanarak % aktivite hesaplamalari yapildi. Bu degerlendirmelerin sonucunda % Bagil

Aktiviteye karsi sicaklik grafigi olusturuldu.
2.2.9. Enzim Kinetiginin Incelenmesi

Immobilize enzimin Vmax ve Km degerleri, farkli substrat konsantrasyonlar1 (0.45-1

mg/ml) kullanilarak reaksiyonunun baslangi¢ hizlarindan, belirlenmistir.
2.2.10. Iimmobilize Enzimin Tekrar Kullamlabilirliginin incelenmesi

Her dongti i¢in, immobilize enzime 0.5 mL 10 mM fosfat tamponlu (pH 6.5), %1 agirlik¢a
nisasta i¢eren 0.5 mL eklenmis ve her bir dongii icin 30°C'de sabit ¢calkalama altinda 10
dakika boyunca inkiibe edildi. Reaksiyonun sonunda immobilize enzim alindi ve distile
su ile yikandi. Sonraki kullanim, enzimin yukarida belirtilen sekilde tekrar kullanimi ile

gerceklestirildi.
Deney, 1liml1 (30°C) ve ekstrem (60°C) kosullarin tekrar kullanilabilirlik izerine etkisini
incelemek i¢in ekstrem kosullarda tekrarlandi.

2.2.11. immobilize Enzimler Uzerine Depolama Kararhliklarimin Etkisi

Baslangig¢ aktivitelerinin belirlenmesinin ardindan, immobilize ve serbest enzim 4°C’de
kapakl siselerde bekletildi ve bu enzimlerin aktiviteleri 2 ay siiresince belirli siirelerde

olgtldii.
2.2.12, Biyosensor Tasarimi

CLEAR-epoksi temelli fotopolimer destek, SR349, SR415, GMA ve 3,6-dioksa-1,8-
oktaneditiol'i sirastyla, 2:3:4:1 agirlik oraninda karigtirarak hazirlandi. Darocure-1173,
sivi tipi fotobaslatici olarak kullanildi ve miktar1 %3 (agirlik/agirlik) olarak sabitlendi.

Hazirlanan formiilasyon daha sonra indiyum kalay oksit (ITO) elektrot iizerine aktarildi.
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UV lamba altinda 300 saniye siireyle 1s1ma yapildiktan sonra ITO {izerinde 1 mm

kalinliginda bir polimer (CLEAR-ITO) elde edildi.

Elde edilen CLEAR-ITO daha sonra, 9 mg a-amilaz igeren 10 mM fosfat tamponu (pH
6.9) ile 25°C'de orbital karistiricili su banyosunda 24 saat boyunca inkiibe edildi. Fiziksel
bagl enzim, a-amilaz-CLEAR-ITO ii¢ kez 10 mM fosfat tamponu (pH 6.9) ile yikanmas1
ile ¢ikarildi.

2.2.13. Biyosensor Olciimleri

Asagida Sekil 2.2°de tasarimi gosterilen modifiye elektrot sisteminin sensor 6zelligi
tayini i¢in ITO c¢alisma elektrodu iizerine ince filmleri elde edilmistir. Bu filmlerin
biyosensor olarak kullanim potansiyelleri; kare dalga voltametri (SWV) teknigi ile

elektrokimyasal olarak karakterize edilmistir.

S6z konusu Slgiimler icin Potansiyostat/Galvanostat kullanilarak 25 °C sicaklikta iig

elektrotlu bir sistem kullanilarak gerceklestirilmistir.

ITO, CLEAR-ITO ve a-amilaz-CLEAR-ITO y&ntemiyle sirayla Slgiilmiistiir. Olgiim
ortami immobilize edilen a-amilaz enzimi i¢in yapilan deneylerde optimum calisma

ortami; 10 mM fosfat tamponu, pH 6.5 olarak ayarlanmigstir.

Ancak a-amilaz-CLEAR-ITO ince filmlerin; fosfat tamponu ve pH 6.5 ortaminda

kararsiz olusu sebebi ile istenilen senyor sinyali elde edilememistir.

°; ITO g SR 349 .: SR 415 ':GMA . : 3,6-dioksa-1,8-oktanditiyol /3 Fotokiirlenmis Polimer A : A-Amilaz * Nisasta #: Indirgen Seker (Maltoz)

Sekil 2.2 Biyosensor iiretimi ve dlgiimlerin alinmast
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. CLEAR Polimerinin Karakterizasyonu

Sekil 3.1°de kullanilan monomerlerden GMA’nin ile fotokiirlenmis polimerin enzim
immobilizasyonu 6ncesi ve sonrast ATR-FT-IR spektrumlar1 verilmistir. AGE’nin epoksi
halkasindan dolayr GMA’da 911 cm™’de pik goriilmiistiir. 1645 cm™’de allil piklerinin
FT-IR spektrumunda olmamasi basarili bir sekilde filmlerin sentezlendigine isaret

etmektedir. 1732 ve 1680 cm™’deki pikler monomerlerin karbonil gruplarini

gostermektedir.
52 3

‘ $§ &
| GMA N
| BaREa. ™ o i SR
| Fotokiirlenmis Film V

%T | [
| Enzim immobilizeFilm

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 380
1
cm

Sekil 3.1 GMA ’nin ve fotokiirlenmis polimerin enzim immobilizasyonu dncesi ve sonrasi

ATR-FT-IR spektrumlari.
3.2. Polimerik Destege Immobilize Olan Enzim Miktarinin Hesaplanmasi

Bradford yontemi kullanilarak immobilize enzim miktari, protein standart grafigi

yardimiyla hesaplandi. Sekil 3.2'de gosterilen olusturulan standart protein grafigi verildi.
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Bradford standart
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Sekil 3.2 Bradford yontemiyle hazirlanmis protein standardi grafigi.

Immobilizasyon baslangigtaki enzim miktar1 (ug), baglanmayan enzim miktar1 (pg), 1
gram polimerik destek {izerine baglanan enzim miktar1 (pug/lg destek) ve baglanma

yiizdesi (%) Tablo 1°de gosterilmistir.

Baslangictaki Baglanmayan Enzim | Baglanan Enzim | Baglanma yiizdesi
Enzim Miktan | Miktar: (pg) Miktan (pg)/ 1g | (%)

(ng) Polimerik destek

633,22 462,08 107,64 27,03

Tablo 1 Immobilizasyon ¢dzeltisinde baslangictaki, sondaki (polimerik destege
baglanmayan), polimerik destegin bir gramina baglanan enzim miktarlar1 (mg) ve

baglanma yiizdesi.

Enzim immobilizasyonu ¢aligmalarinda polimerik destek, kullanilan enzim ¢esidi ve
immobilizasyon yontemi ¢esidine gére enzim immobilizasyonu basarisi
degisebilmektedir. Guo, Tang, Yu, Xue ve Qian (2016) yaptiklari ¢aligmada manyetik
Fe304 nanopartikiillerine kovalent yontemle immobilize ettikleri domuz pankreatik o-
amilazinda %43.9 immobilizasyon verimi hesaplamislardir. Tiirliing, Kahraman,

Akdemir, Kayaman-Apohan ve Giingor (2009) 1g destek basina 34.4 + 2.6 mg domuz

53



pankreatik a-amilaz immobilize ettiklerini bildirmiglerdir. Kahraman, Bayramoglu,
Kayahan-Apohan ve Gungor (2007), 1g fonksiyonellestirilmis cam boncuk bagina 25.2 +
3.1 mg domuz pankreatik a-amilazi kovalent immobilize etmislerdir. Bayramoglu,
Yilmaz ve Arica (2004), poli(2-hidroksietilmetakrilat-ko-glisidilmetakrilat) iizerine
immobilize ettikleri termostabil a-amilaz i¢in immobilizasyon oranmi 51pg.cm™ olarak

hesaplamislardir.

3.3. Maltoz Standart Grafigi

Maltoz Standarti

0,4
0,35 y =0,1239x + 0,0077...4

=

w
=
N

I
\'O
\O
~J
e

0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

Absorbans (540nm)

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Konsantrasyon (umol/ml)

Sekil 3.3 Maltoz standart grafigi.
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3.4. pH’a Bagh Olarak immobilize ve Serbest Enzimin Aktivite Degisimi

pH Etkisi
120
=X 100 &
< 7 7
28 FFFEBE o B R OB i A
>
5 60
- &
< 40
g 20
0
3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9
pH

Immobilize Enzim  ® Serbest Enzim

Sekil 3.4 Immobilize ve Serbest Enzimin pH’a Bagl Olarak Aktivite Degisimi

pH’a bagl olarak serbest ve immobilize a-amilazlarin aktivitesi incelenmis ve pH 3-9
araligindaki degisimi arastirllmistir. Sonucglar Sekil 3.4'te sunulmustur. Serbest o-
amilazda maksimum aktivite pH 7'de, immobilize enzimde ise pH 6.5’ta gdzlenmistir. Bu
kayma, enzim immobilizasyonu ile polimerik matriksin yapisina ve yiikiine baglhdir.
Bununla beraber, immobilize enzimin aktivitesinde pH 7°’de azalma gbzlenmis ve bu
durumun enzimin aktif merkezinin mikrogevresinde olusan pH degisiminden
kaynaklanabilecegi tahmin edilmektedir. Inceleme sonucunda ayrica immobilize

enzimin, pH 4.5-6 araliginda bagil aktivitesini daha iyi korudugu anlagilmistir.

Sekil 3.4°’te pH 3-4 arasinda goriilen aktivite artigi, a-amilaz’a bagli olmayip nisastanin
asidik ortamda glikozidik baglarinin hidroliz olmasindan dolayidir (Elmarzugi ve

digerleri, 2014; Jujjavarapu ve Dhagat, 2019).

Immobilizasyon sonucunda o-amilaz’in hangi pH derecesinde optimum aktivite
gosterecegi immobilizasyon teknigine ve immobilize edilen destegin kimyasal yapisina
baglidir. Bu nedenle Varavinit, Chaokasem ve Shobsngob (2002) dialdehit seliiloz
tizerine kovalent immobilize ettikleri termostabil a-amilaz enziminin optimum pH’mnin
pH 7-9 araliginda ¢ok fazla degismedigini bildirmislerdir. Ashly, Joseph ve Mohanan
(2011), polianilin tiirevlerine malttan elde edilen a-amilaz enziminin adsorpsiyon

immobilizasyonunda kullanilan polimere gore optimum pH’min 4.5 ve 5.5; kovalent
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immobilizasyonda ise pH 5.5 oldugunu bulmuslardir. Kurumumuzda yapilan 6nceki bir
calismada ise Cakmakei, Cigil, Danig, Demir ve Kahraman (2014), amina edilmis
poliimid membrana immobilize ettikleri domuz pankreatik a-amilaza ait optimum pH’1 4

olarak bulmuslardir.

Immobilize Enzimin 1. ve 21. Giin pH Degisimi
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Sekil 3.5 iImmobilize Enzimin 1. ve 21. Giin pH Degisimi

Immobilize enzim iizerine pH’in etkisinin zamandan etkilenisi de incelenmistir.
Immobilize enzimin 1. ve 21. giinlerdeki pH degisimi, pH 4.5-9 araliginda test edilmis ve
sonuglar Sekil 3.5'te sunulmustur. Immobilize enzimin, 1.giinde optimum pH’1 6.5 iken
21. giinde 7.5’a kaymustir. Bu degisim enzimin kovalent bagli oldugu polimerik ortamda

zamanla gerceklesen degisimden dolay1 olabilir.
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3.5. Sicakliga Bagh Olarak immobilize ve Serbest Enzimin Aktivite Degisimi

Sicaklik Etkisi
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Sekil 3.6 iImmobilize ve serbest enzimin sicakliga bagl olarak aktivite degisimi

Dogal bir enzimin termal stabilitesini artiramama, uygulamalar1 i¢in en Onemli
sinirlamalardan biridir. Serbest ve immobilize a-amilazlarin aktivitesi gesitli sicakliklarda
(30-80°C) optimal pH’ta (6.5) ol¢lilmiistiir. Sekil 3.6'daki sonuglar, serbest a-amilazin
maksimum Kkatalitik aktivitesinin 40°C'de, immobilize a-amilazin ise 60°C'de elde
edildigini gostermektedir. Bununla beraber, sicaklik arttikga immobilize a-amilazin daha
iyi termal stabilite sergiledigini anlagilmigtir. Bu bulgular 1s13inda immobilize enzimin
pH 6.5’ta, 60°C’de optimal aktivite gosterdigi saptanmistir. Serbest enzim ise pH 7°de,
40°C’de optimum aktivite sergilemektedir. Genel olarak immobilize a-amilaz, serbest

haline gore daha iyi bir termal stabilite sergilemistir.

El-Banna, Abd-Aziz, Abou-Dobara ve Ibrahim (2008) yaptiklar1 ¢alismada Bacillus
licheniformis’ten elde edilen o-amilazin farkli immobilizasyon materyalleri ve
yontemleri kullanmiglardir. a-amilazin kullanilan materyale ve yonteme bagli olarak
farkli optimum sicaklik degerleri gosterdigini bildirmislerdir. Bahsi gecen caligmada
enzimin sephadex’e kovalent immobilizasyonda optimum sicaklik 70°C; dowexe’e
iyonik immobilizasyonda, kitine adsorpsiyon ile immobilizasyonda ve kalsiyum-aljinat
boncuklarina hapsetme yontemiyle immobilizasyonda 80°C optimum sicaklik
kaydedilmistir. Pandya, Jasra, Newalkar ve Bhatt (2005) mezoporlu silika iizerine

Aspergillus oryzae’dan elde edilen a-amilazi kovalent yontemle immobilize etmis ve
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optimum sicaklik 6lgtimlerinde 30°C bulduklarini bildirmislerdir. Khan, Husain ve Azam
(2012) ise manyetik Fe.Oz3 ilizerine immobilize ettikleri domuz pankreatik a-amilazin

50°C de optimum aktiviteye sahip oldugunu gézlemislerdir.

3.6. Enzim Kinetiginin incelenmesi

Enzim Kinetigi

y =0,026x + 0,0359
R?=0,9957

1/V
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1/18]

Sekil 3.7 Enzim Kinetigi — Lineweaver-Burk Grafigi

Immobilize edilmis o-amilazin kinetik parametreleri, Michaelis sabiti (Km) ve
maksimum aktivite (Vmax), ¢0ziiniir nisasta substrati kullanilarak pH 6.5 ve 60°C'de
tayin edilmistir. Km degeri immobilize a-amilaz igin 0,735 mg.ml™ olarak bulunmustur.
Km degeri, enzimlerin substratlarina olan afiniteleri ile iligkilidir. Diisiik Km degeri,
enzimlerin substratlarina yiiksek afinite gosterdikleri anlamina gelmektedir (Berg ve
digerleri, 2002). Immobilize edilmis enzimler i¢in Vmax degeri 27,624 pmol.ml™t.dk*

(9.455 mg.ml*t.mint) olarak hesaplanmustir.

Tee ve Kaletung (2009), yapiklar ¢aligmada aljinat boncuklarina termostabil a-amilaz
immobilize etmis ve enzimin ilk kullaniminda kinetik degerlerini Km=0,98mg/mL
Vmax=23,3 umol/mg.dk olarak hesaplamislardir. Dey, Bhupinder ve Banerjee (2003),
kalsiyum-aljinata immobilize ettikleri Bacillus circulans GRS 313’ten elde edilen a-
amilazin kinetik degerlerini Km=26,5 mg/mL, Vmax=40.48 pmol/mg.min olarak
bildirmislerdir. EI-Shishtawy, Aldhahri ve Almulaiky (2020), elektrospine immobilize
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ettikleri Bacillus subtilis’ten elde edilen a-amilazin Km=0.393 mg/mL, Vmax=0.254

pumol/min degerleri gosterdigini iletmislerdir.

3.7. immobilize Enzimin Tekrar Kullanilabilirliginin incelenmesi

Tekrar Kullanilabilirlik (30°C)
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Sekil 3.8 Immobilize enzimin 1liml1 kosullarda tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi

Tekrar Kullanilabilirlik (60°C)
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Sekil 3.9 Immobilize enzimin ekstrem kosullarda tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi

Immobilize enzim ardisik 15 deneme boyunca kullanildi ve bagil aktivitesi hesaplandi.
Deney, ilimhi (30°C, Sekil 3.8) ve ekstrem (60°C, Sekil 3.9) kosullarin tekrar

kullanilabilirlik iizerine etkisini incelemek i¢in ekstrem kosullarda tekrarland.

59



Iliml1 kosullarda, ayni immobilize enzim Ornegi kullanilarak yapilan 15 ardisik
denemenin sonuglar1 Sekil 3.8’de verilmistir. Ilimli kosullarda immobilize enzimin bagil

aktivitesi ilk 8 kullanim sonunda %90.6, 15 kullanim sonunda ise %80.36 bulunmustur.

Farkl1 bir immobilize enzim 6rnegi ile ekstrem kosullarda 15 tekrar kullanim denemesi
sonugclar1 Sekil 3.9°da verilmistir. Immobilize enzimin ekstrem kosullarda bagil aktivitesi
ilk 3 kullanim sonucunda %81.5 bulunurken 15 kullanim sonucunda %75.66 oldugu

gozlenmistir.

Akhond, Pashangeh, Karbalaei-Heidari ve Absalan (2016) yaptiklar1 arastirmada amino-
fonksiyonlastirilmis manyetik nanopartikiil iizerine kovalent olarak immobilize ettikleri
domuz a-amilazinin 9. kullanimda %68 bagil aktivite gosterdigini belirtmislerdir. Ertan,
Yagar ve Balkan (2007) ise kalsiyum-arjinat destegine hapsetme yontemiyle immobilize
ettikleri Aspergillus sclerotiorum tarafindan tiretilmis a-amilazda 7. kez kullanimda, %65
aktivite gozlemlemislerdir. Tincu (Turciuc) ve digerleri (2023) gellan-bazli hidrojel
partikiillerine iyonik-¢apraz baglama immobilizasyonu ile bagladiklari domuz pankreatik
a-amilazinin 15. kullaniminda %28 aktivite gosterdigini iletmislerdir. Nazarova ve
digerleri (2022), seramik membrana immobilize ettikleri Bacillus subtilis a-amilazinin

8.kullanimda yaklasik %20 aktivite gosterdigini kaydetmislerdir.

3.8. Serbest ve Immobilize Enzim Uzerine Depolama Kararhhklarinin Etkisi

Depolama Kararliligi
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Sekil 3.10 Immobilize ve serbest enzimin bagil depolama kararlilig: grafigi
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Baslangig¢ aktiviteleri belirlendikten sonra serbest ve immobilize enzim 4°C’de kapakl
siselerde bekletildi. 2 ay belirli araliklarla serbest ve immobilize enzimin aktivitesi

ol¢ildii.

2 ay sonunda serbest enzimin aktivitesi %55.57 iken immobilize enzimin aktivitesi

%68.43 olarak bulunmustur.

Mortazavi ve Aghaei (2020) yaptiklar1 galismada a-amilazi tek basina immobilize
ettikleri sodyum-sepiolitlerde 30.giiniin sonunda %66.7 aktivite tespit etmislerdir. Aksoy,
Tumturk ve Hasirci (1998) karbodiimit ile aktive edilmis poli(metilmetakrilat-akrilik
asit) mikrokiirelerine immobilize domuz pankreatik o-amilazin, kalsiyum iyonu
varliginda %90.3; yoklugunda %24.5 aktivite gosterdigini iletmiglerdir. Ayn1 ¢calismada
tionil kloriir ile aktive edilmis poli(metilmetakrilat-akrilik asit) mikrokiirelerine
immobilize domuz pankreatik o-amilazin ise kalsiyum iyonu varliginda %83.7;

yoklugunda %52.5 aktivite ye sahip oldugunu da saptamiglardir.
3.9. Biyosensor Olciimleri

CLEAR-epoksi temelli fotopolimer destek malzeme, indiyum kalay oksit (ITO) ¢alisma
elektrotu iizerine aktarildi ve CLEAR-ITO modifiye ince film elektrodu elde edildi.
Sensor ozelligi tayininde temel olusturan; elektriksel akim-potansiyel cevabi i¢in, ITO
calisma elektrodu iizerinde ince filmleri elde edilmistir. Bu filmler; CV ve SWV
voltametrik Olciimleri ile elektrokimyasal olarak karakterize edildi ve CLEAR-ITO

modifiye filmlerin, biyosensor olarak kullanim potansiyelleri oldugu anlagilmistir.

Elde edilen voltamogramlar ii¢ elektrotlu bir sistem kullanilarak gergeklestirilmistir
(Sekil 3.11). Bu olgiimlerde; ITO, CLEAR-ITO ve a-amilaz-CLEAR-ITO yontemiyle
sirayla Sl¢iilmiistiir. Olgiim ortami1 immobilize edilen a-amilaz enzimi igin yapilan

deneylerde optimum ¢alisma ortami; 10 mM fosfat tamponu, pH 6.5 olarak ayarlanmigtir
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CLEAR-ITO, pH 6.5 Fosfat Tamponu
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Sekil 3.11 CLEAR-ITO elektrodunun, 10 mM fosfat tamponu ve pH 6.5 c¢ozelti

ortaminda, A- farkli tarama hizlarinda kaydedilen doniistimli voltametri 6l¢limlerini

(CV), B- ise kare dalga voltametrisi ile kaydedilen dl¢timleri

Ancak o-amilaz-CLEAR-ITO enzim immobilizasyonu ile 6l¢iim saglanamamustir.

Biyosensor liretimi ¢aligsmalarimiz ise gelecek projelerde devam edecektir.
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4. SONUCLAR

Bu tez caligmasinda, gida endiistrisinde kullanilmak {izere a-amilaz enzimi CLEAR
fotokiirlenebilir filmlere kovalent olarak immobilize edilmis ve enzim aktivitesi
caligmalar1 gergeklestirilerek en uygun aktivite kosullart belirlenmistir. Destek
materyaline baglanma yiizdesi %27.03 bulunmus ve 1 gram polimerik destek basina

107,64ug enzim immobilize edilmistir.

Serbest ve immobilize a-amilaz iizerine pH etkisi incelenmis, serbest a-amilaz igin
maksimum aktivite pH 7'de gozlenirken, polimerik filme immobilize edilen a-amilaz i¢in
maksimum aktivite pH 6.5'te belirlenmistir. Inceleme sonucunda, immobilize a-amilazin
pH 4.5-6 araliginda daha iyi bagil aktivite gosterdigi anlagilmistir. Optimum pH degerinin
immobilize enzim i¢in destege bagh olarak degistigi bircok ¢alismada gosterilmistir.
Destegin yiizeyindeki yiik dagilimlari ve enzimin destekle etkilesimi ile bu durumu
aciklayabiliriz. Serbest o-amilaz i¢in maksimum aktivite 40°C'de gozlenirken,
immobilize a-amilaz igin bu deger 60°C'de belirlenmistir. Immobilizasyon sonucunda

enzimin konformasyonel hareketliliginin kisitlanmasi onu dis etkilere karst daha kararli

hale getirir. Bu nedenle, immobilize enzim serbest enzime gore daha yiiksek sicakliklarda

daha aktif olabilir.

Secilen destek materyali veya yontemin etkinliginin degerlendirilmesinde, immobilize
enzimin tekrar kullanilabilirligi biiyiik 6nem tasir. Gida endiistrisinde kullanilabilirligini
degerlendirmek i¢in yapilan 15 ardisik denemenin sonunda, ilimli kosullarda bagil
aktivitenin %80.36 oldugu; ekstrem kosullarda ise %75.66 oldugu bulunmustur. Serbest
ve immobilize enzimlerin aktiviteleri 60 giin boyunca belirli zaman araliklarinda
Olclilmiistiir. Serbest a-amilaz i¢in 60. giin sonunda aktivite %55.57 iken, immobilize a-

amilaz i¢in bu deger %68.43 olarak tespit edilmistir.

Yapilan biyosensor c¢aligmalarimizda ITO elektrot polimerle kaplanabilmis ve
elektrokimyasal 6l¢iimler kaydedilmistir. Ancak ¢apraz bagli etoksile akrilat reginesine
polimeri bir aktivite gdstermesine ragmen enzim immobilizasyonu ile istenilen
elektrokimyasal olclimler saglanamamistir. Biyosensér {liretimi g¢aligmalarimiz ise

gelecek projelerde devam edecektir.

CLEAR-epoksi tabanli fotopolimerin monomerleri biyolojik olarak uyumlulugu ve diisiik

toksisite seviyelerine sahip oldugu literatiirde belirtilmistir. Bu 6zellikler, kullanilan
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polimerin gida endiistrisinde kullanim i¢in uygun olmasinit saglar. Kovalent
immobilizasyon yontemi sayesinde CLEAR-epoksi tabanli fotopolimere immobilize
edilmis o-amilazin siiziintii ile ¢tkma olasihig1 diisiiktiir. Immobilize edilmis a-amilazin
asidik kosullarda (pH 4.5-6.5) arasinda iyi aktivite ve serbest enzime nazaran daha iyi
termostabilite sergilemistir. Yapilan denemelerde 1limli ve ekstrem kosullarda
15.kullanimda bile aktivitesini biiyiik 6l¢lide korumaktadir. Bu veriler 1s1ginda, CLEAR-
epoksi tabanli fotopolimere immobilize o-amilazin gida endiistrisinde kullanima

uygundur.
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