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OzZET

Bu ¢alismanin amaci, polistiren tagtyicit matriks yiizeyinin poli(phe-lys) kullanilarak
modifiye edilmesi ve enzim immobilizasyonu i¢in uygunlufunun aragtirilmasidir. Bu
amag¢ dogrultusunda, polistiren kiireciklerin yiizeyleri poli(phe-lys) kullamilarak amino
gruplanyla zenginlegtirilmis ve model enzim olarak segilen invertaz glutaraldehit
kullamlarak kovalent baflama yontemiyle yiizeye immobilize edilmistir. Invertazin,
poli(phe-lys) ile modifiye edilmig polistiren yiizeye en iyi immobilize edilebildigi
optimal kosullar belirlenmig ve bu kosullarda hazirlanan immobilize invertazin kinetik
davranis1 serbest invertazinkiyle kargilagtirmali olarak incelenmigtir.

Polistiren ve poli(phe-lys) ile kaplanan polistiren yiizeylerin kimyasal yapisi, FTIR-
ATR spektroskopik teknigi ile incelenmigtir. Poli(phe-lys) modifikasyonu ve
glutaraldehit aktivasyonu sonucu enzim immobilizasyonu i¢in hazirlanan polistiren
ylizeylerde, invertaz immobilizasyonuna etki eden parametreler, baglangi¢c poli(phe-
lys) derigimi, baslangic glutaraldehit derigimi, sicaklik, pH, ve baslangi¢c invertaz
derigimi olarak incelenmigtir. Bu grup deneyler sonunda en uygun immobilizasyon
sartlan % 0.01 (w/v) poli(phe-lys) baslan;glg derigimi, % 2 (v/v) glutaraldehit baglangig
derigimi, 8 mg/ml’ den biiyiik baglangi¢ invertaz derisimi, 25°C sicaklik ve pH 4.5 .
olarak bulunmustur.

Caligmamin ikinci boliimiinde serbest ve immobilize invertaz ile sakkaroz hidroliz
kinetigi kesikli bir diizenekte optimum pH 4.5, optimum sicaklik 55°C’ de, ortam
karigtirma hizi, serbest enzim sistemi igin 550 dev/dk ve immobilize enzim sistemi igin
1200 dev/dk’ da incelenmistir. Serbest ve immobilize invertazin Michaelis-Menten
sabiti, Ky, ve maksimum tepkime hizi, Vpax, degerleri karsilastirmali olarak
tarugmigr ve Ky degerleri swrasiyla 81 ve 114 mM olarak saptanirken, Vmpax
degerleri de swrasiyla 10.13 ve 9.20 pmol glikoz/dk/mg invertaz olarak bulunmugtur.

Invertazin igletme kogullarmdaki deaktivasyonu her iki sistem igin, invertaz
aktivitesine birinci dereceden kinetik ile bafimh oldugu kabul edilerek deaktivasyon
katsayilan, kg, saptanmig ve invertaz aktivitesi yari 6miir degerler, t,, hesaplanmgtir.
Serbest ve immobilize invertaz igin kg degerleri sirasiyla 0.0347 dk-! ve 0.0098 dk-!
olarak saptanitken, t;, degerleri de sirastyla 20 dk ve 71 dk olarak hesaplanmustir.

ANAHTAR KELIMELER: Enzim immobilizasyonu; Tagiyici polimer matriks;
Polistiren; Poli(phe-lys); Yiizey modifikasyonu; Invertaz; Enzim kinetigi



ABSTRACT

Ultimate purpose of the study was to modify polystyrene surfaces with poly(phe-lys)
and to investigate its usability for enzyme immobilization, Surface of the polystyrene '
beads were enhanced with amino groups by using poly(phe-lys) and invertase as a
model enzyme was covalently attached to the surface by using glutaraldehyde.
Conditions were searched for optimum invertase immobilization and the kinetic
behavior of the immobilized enzyme was investigated by comparing with that of the
free invertase.

Chemical properties of the polystyrene and modified polystyrene surfaces were
investigated by using FTIR-ATR spectrophotometer technique. Initial poly(phe-lys)
concentration, initial glutaraldehyde concentration, temperature, pH, and initial
invertase concentration were investigated for their effect on immobilization of
invertase to modified polystyrene surfaces. The optimum conditions have been
determined as 0.01 % (w/v) initial poly(phe-lys) concentration, 2 % (v/v) initial
glutaraldehyde concentration, 25°C and pH 4.5, and initial invertase concentration
greater than 8 mg/ml.

In the second part of the study, the kinetics of sucrose hydrolysis by free and
immobilized invertase was investigated in a batch reactor system at the optimum
conditions of pH 4.5 and 55°C. Stirring rate was fixed at 550 rpm and 1200 rpm for
the free and immobilized enzyme systems, respectively. Values of the Michaelis-
Menten constant, Ky, and the maximum reaction velocity, Vmax, were discussed
comparatively for both systems. Kp, values were estimated as 81 and 114 mM for free
and immobilized invertase, respectively. Vpyax values were estimated as 10.13 and
9.20 pmol glucose/min/mg enzyme for free and immobilized invertase, respectively.

Invertase deactivation was assumed to be dependent on active invertase concentration
through first order kinetic behavior in working conditions. Deactivation reaction rate
constant, kg, and then enzyme half-life, t;,, was determined for both systems. kq
values were estimated as 0.0347 min! and 0.0098 min! for free and immobilized
invertase, respectively. t;, values were estimated as 20 min and 71 min for the free
and immobilized invertase, respectively.

KEY WORDS: Enzyme immobilization; Carrier polymer matrixs; Polystyrene;
Poly(phe-lys); Surface modification; Invertase; Enzyme kinetics
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1.GIRIS

Enzimler yiitksek segicilik ve aktivite gOsteren biyolojik katalizbrlerdir. Enzimlerin
endiistriyel uygulamalan ¢ogunlukla sivi ortamda gergeklestirildiginden, enzimin geri
kazanimi miimkiin degildir. Bunun sonucu olarak enzimin yeniden kullamlamamasi
maliyeti 6nemli 6l¢ilide artinr. Serbest enzim, tepkime ortamindan istenildigi anda |
uzaklagtirilamadifindan tepkimenin kontrolii giigtiir, hatta olanaksizdir, Tepkimeyi
istenilen anda durdurmak i¢in enzimi inaktive edici iglemler uygulanir, Bunlardan bir
olan inhibitér katilmas, tepkime {iriinlerine bir kirlilik unsuru olarak ekleneceginden
lirlin veya iirlinlerin bu kirlilik unsurlarindan antilmas: maliyeti yiikseltir. Ayrnca
serbest enzimlerin kismen kararsiz olmalari, siirekli iiretim  sistemlerinde
uygulanamamalar1, mekanik dayamksizliklart gibi sorunlari ¢Oziimleyebilmek igin
enzimler, gesitli yontemlerle immobilize edilirler (Telefoncu, 1986).

Immobilize enzim kullanimi, serbest enzim kullanimmin yaratugt kisitlayic: kogullar
azaltabilmektedir. Boylece siirekli sistemde c¢aligilabilmekte, sistemin denetimi
kolaylagmakta, enzimlerin igletme kogullarinda etkin olduklan siire daha uzun olmakta
ve enzimin uzun siire aktivisini kaybetmeden birden fazla kullanimiyla prosesin
katalizOr bileseninin fiyau, maliyeti azaltmaktadir. Bu nedenle endiistriyel Sneme sahip
enzimlerle ilgili immobilizasyon galigmalari giiniimiizde, her alanda yaygin olarak
siirmektedir (Gemeiner, 1992).

Bu aragtirmanin amaci, endiistriyel Oneme sahip enzimlerin polimerik tagtyic
matrikslerin ylizeyine immobilize edilebilmeleri igin uygun- bir polimer yiizey
modifikasyonunu ger¢eklestirmektir. Arastirma kapsaminda, poli(phe-lys) ile modifiye
edilen polistiren kiirecik ylizeylere, model enzim olarak segilen invertazin
immobilizasyonu ve poli(phe-lys) derigimi, glutaraldehit derigimi, pH, sicaklik,
baglangi¢ invertaz derigimi gibi ¢esitli parametrelerin immobilizasyona etkileri,
immobilizasyon verimi ve invertaz kinetigi yOniinden incelenmis, serbest ve
immobilize invertaza ait kinetik parametreler hesaplanarak karsilasurmali olarak

tartigtlmugtr,



2. GENEL BILGILER

2.1. Enzimler

Enzimlerin gegitli amaglarla kullanilmalari ¢ok eski ¢aglara dayamr. Insanlar daha ik
caglarda ekmek, peynir, kumz gibi gida maddelerinin hazirlanmasinda bilingsiz olarak
genis capta enzimlerin iglevlerinden yararlanmuglardir. Gelisen bilim ve teknolojiye '
paralel olarak enzimlerin yapisi ve tepkime mekanizmasi aydmlatlmig ve bir ¢ok
alanda bilingli kullantm imkanlan artti1 gibi yeni kullanim alanlart da dogmustur.

Giinlimiizde enzimler, gida, ilag, kozmetik, tekstil, temizlik gibi cesitli endiistri
dallarinda, iretime yonelik gesitli tepkimelerin katalizlenmesinde, bilimsel aragtirma ve
diagnostik c¢ahigmalarda, c¢esitli fizyolojik rahatsizliklarin tedavisinde, tipta tam
caligmalarinda kullamlmaktadir. Ancak enzimlerin pahali olmasi, etkin olduklan
slirenin kisa olmasi ve slirekli sistemde kullamlamamalari, endiistriyel boyutlardaki
uygulamalarda dezavantaj yaratmaktadir. Bu dezavantajlann ortadan kaldirmaya
yonelik yontemlerden biri olan enzim immobilizasyon caligmalan bilimsel ve
teknolojik caligmaltarda dnemli bir yer tutmaktadir.

2.1.1. Enzimlerin Yapisi

Enzimler biyolojik tepkimeleri katalizleyen protein yapisindaki maddelerdir. Her
enzimde proteini olusturan amino asitlerin sayisi, dizilis sirasi ve molekiillerin
konformasyonu belirli bir diizen igindedir ki bu diizen enzimin substrata segiciligini
saglar. ‘

Bazi enzimler yalmzca proteinden olugurken, bazilari protein yamnda protein olmayan
bir kisim igerirler. Bu tip enzimlerde, enzimin protein kismina "apoenzim”, protein
olmayan kismina, enzimden kolayca ayrilabiliyorsa "koenzim" veya "kofaktor”, sikica
bagh ise "prostetik grup" adi verilir. Apoenzim ve koenzim birlikte "haloenzim" diye
adlandirthir. Haloenzimin biiylik bir kismum apoenzim olugturur. Apoenzim tek bagina
katalitik aktivite gOsteremez. Enzimin katalitik olma Ozelliini veren koenzim tek
basina gergek enzime gore ¢ok diiglik aktivite gosterir. Gergek enzim aktivitesi sadece
koenzim ve apoenzim bir arada oldugunda gozlenir (Bailey and Ollis, 1977).

2.1.2. Enzimlerin Katalitik Ozellikleri

Enzimler biyokimyasal tepkimelerin hizlarim, kendileri bir degisiklife ugramadan ve
ortamda harcanmadan artirma yetenefine sahiptirler. Enzimler tepkimenin kinetik
Ozelligini etkiler. Buna karsilik, tepkimenin termodinamik 6zellikleri {izerinde etkisi



yoktur. Yani aym kimyasal tepkime dengesi hem enzimli ve hem de enzimsiz ortamda
olugabilir.

Enzim molekiiliiniin belirli bir bélgesinde belirli amino asitlerin olusturdugu bir kisim
bulunur. Protein zincirinin bu bolgesi enzimin katalitik etkisinden sorumlu olup "aktif
merkez" olarak tammlanir. Substrat ve koenzim (koenzime gereksinim duyan
enzimler i¢in) bu merkeze, hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler, iyonik baglar
ve/veya kovalent baglar ile baglanir. Substratin doniisiime katlan ve katalitik prosesi
yiirliten amino asitler de aktif merkezden sayilirlar (Telefoncu, 1986).

Enzimlerin katalitik aktiviteleri, katalizledikleri tepkimenin hiz1 saptanarak belirlenir
ve enzim aktivitesi "turnover sayisi” ya da "enzim birimi" ile ifade edilir. Tumover
sayisi, standart kogullarda, dakikada 1 mol enzim tarafindan iirline doniistiiriilen
substratin mol say1$1 olarak tamimlanir. Bir enzim birimi (1 E.U.) ise dakikada 1 pmol
substrat katalizleyebilen enzimin mg olarak miktaridir. Enzim birimi genel olarak
enzimin optimum pH ve sicaklifinda verilir.

Enzimleri kimyasal katalizorlerden ayiwran en Onemli &zelliklerden biri de enzim
seciciligidir. Enzimler, belirhi tepkimeleri katalizler. Bu duruma, "enzim segiciligi"
denir. Tepkime segicilifi agisindan enzimler dort gruba ayrihirlar (Pekin, 1979).

Mutlak secicilik: Enzim yalmz bir tek tepkimeyi katalizler, dolayisiyla tek substrata
secicidir. Omegin, {ir.yi hidrolizleyen iireaz ve maltozu monosakkaritlerine hidrolize
eden maltaz, bu tiirden segicilik gosterirler.

Grup seciciligi: Enzim, yapisinda belirli bir grup bulunan substrat ile ilgili tepkimeleri
katalizler. Protein pargalayan enzimlerin pek ¢ogu grup segiciligi gosterir.

Tepkime ya da bag segiciligi: Bu gruptaki enzimler, belirli bir tepkime tiiriinii
katalizler ve substrat yapisinda bulunan belirli bir baga segicidir. Lipid bag1 iceren
organik esterlerin hidrolizini katalizleyen lipazlar bu tiir se¢icilie 6rnek olugtururlar.

Sterokimyasal segicilik: Enzim substratin sterokimyasal gekli {izerine etki yapiyorsa
sterokimyasal segicidir. Laktik dehidrojenaz, laktik asidin yiikseltgenmesinde D-Laktik
aside karg: katalitik aktivite gostermemesine kargin, L-Laktik asit lizerine etki yapar.

2.1.3. Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Enzimler tarafindan katalizlenen tepkimelerin hizim etkileyen faktorler arasinda enzim
derigimi, substrat derisimi, sicaklik, pH, iyonik aktivite, inhibitér veya aktivatorlerin
derigimi, tepkime iirlinlerinin derigimi ve ¢zellikleri, sistemdeki akigkan kuvvetler, 151k
ve diger fiziksel faktorler gelir. Bu faktdrlerin enzim tepkimeleri tizerine olan etkilerini



tayin etmek icin farkli kogullar alanda enzim tepkime hiza saptamir. Enzim aktivitesini
Olgmek icin ya doniisen substrat miktan: ya da olugan iiriin miktan o6lgiiliir. Her iki
halde de enzim aktivitesi hiz olarak tamimlamir (Goziikara, 1989). Enzimatik
tepkimelerin hizini etkileyen parametrelerden bazilan agagida verilmigtir:

Enzim derigimi: Tepkimenin hiz1, enzim derigimi substrat derigiminden ¢ok az oldugu
durumlarda enzim derigimiyle lineer bir sekilde artar. Enzim derisimi substrat
derisiminden ¢ok az olmadif1 durumlarda da tepkime huzi enzim derisimine bagh
olarak artar. Fakat bu artig ilk duruma gore daha yavagur ve belli bir enzim
derigiminden sonra durur.

Substrat derisimi: Belirli bir miktardaki enzimin tepkime hizi baglangigta substrat
derigimine bagl olarak artar. Baslangigta bu iliski dogrusal olarak artarken daha sonra
Sekil 2.1’ de goriildiigli gibi hiperbolik bir sekil alir. Baglangigta tepkime lineer bir
sekilde ilerlemekte ve tepkime hizi substrat derisimine bagh olarak artmaktadir. Enzim
tepkimesi bu durumda birinci dereceden bir kinetik gOsterir. Substrat derigimi ¢ok
fazla oldugunda platoya erigilmekte ve tepkime, hiz1 defismeden devam etmektedir.
Bu durumda enzim tepkimesi sifirinci dereceden bir kinetik gosterir. Bu noktada
enzim tepkime hizi, maksimum hiza (Vpax) erigmigtir. Diger bir deyisle, enzimin
substrata doydugu yani enzim molekiillerinin pratikte tamaminin substrat ile kompleks
olugturdufu duruma ulagilmistr. Enzim molekillerinin  yarisi  enzim-substrat
kompleksi halinde iken yani yamsi cahisirken gozlenen tepkime hizi, maksimum
tepkime lzinin yansidir. Maksimum hizin yarisini veren substrat derigimine Michaelis-
Menten sabiti (Kp) denir. Bir enzimin Km degeri, enzimin substrata olan ilgisini
gosterir. Eger enzimin substrata olan ilgisi fazla ise Ky degeri kiigiiktiir. Eger enzimin
substrata olan ilgisi zay:if ise Ky degeri biiyiiktiir.

Swcakligin etkisi: Genel olarak enzimatik tepkimelerin hizi sicaklik arttikga &nce
artar, daha sonra bir maksimum vererek azalir. Bu maksimuma karst gelen sicaklik,
optimum sicaklik olarak bilinir. Azalmanin nedeni enzimlerin yapisiu olusturan
proteinlerin sicaklikla denatiire olmalan seklinde agiklanir. Yiiksek sicaklik nedeniyle
proteinin ikincil (sekonder) ve iigiinciil (tersiyer) yapilant bozulur ve bdylece enzim
aktivitesini yitirir. Enzimlerin optimum ¢aligma sicakhiklan elde edildikleri kaynaga
gore degisir. Hayvansal kaynakh enzimler igin optimum sicaklik 40-50°C arasinda
iken, bitkisel kaynakli enzimler igin optimum sicaklik 50-60°C arasindadir (Goziikara,
1989).
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Sekil 2.1. Tepkime hmzinin substrat derisimi ile degisimi

pH etkisi: Her enzimin yiiksek aktivite gosterdifi optimum pH olarak bilinen
karakteristik bir pH degeri vardir. Bu degerden sapildik¢a, enzim aktivitesi azalir ve
enzim bir noktada tamamen inaktif hale gelir. Optimum pH, enzimden enzime farkhilik
gosteren asidik ve bazik gruplann say:1 ve dagilimina bagh olarak degisir ve genellikle
optimum pH 2-10 araligindadir.

Inhibitor etkisi: Tepkime ortaminda bulunduklarinda, enzimatik tepkime hizim
azaltan maddelere "inhibitor" denir. Inhibitorler, tersinir ve tersinmez olarak ikiye
ayrdir. Tersinmez inhibitorler, ya aktif merkeze dogrudan baglanarak veya enzim
molekiiliintin konformasyonunu degistirerek, aktif merkezi tamamen bozarlar. Bu
maddeler enzim etkinligini tiimiiyle yok ettiklerinden enzim kinetigi agisindan fazla
Oonem tagimazlar (Bagci, 1985). Tersinir inhibitdrler ise enzimlerle arabilesik
olugturarak ya Michaelis-Menten sabiti ya da maksimum tepkime hz degerlerini veya
her ikisini de azaltici yonde etkiler. Diger bir inhibisyon tiirii olan tiriin
inhibisyonunda, enzimatik tepkime sonucu olusan iiriinler belirli derigim degerlerinden
sonra tepkime hizimi diisiirlicti iglev goriir. Baza enzim tepkimelerinde de, yiiksek
substrat derisimlerinde enzim aktivitesinin azaldig goriiliir.

2.2. Enzim Tepkimelerinin Kinetigi

Enzim kinetigi, enzim katalizli tepkimelerin davramglarim ve bu davramglan etkileyen
faktorleri inceleyen bir enzimoloji dahidir, Boliim 2.1.3° de soz edilen bu faktérlerin
enzimatik tepkimeler {izerine etkileri bilinirse tepkimenin davramg Ozellikleri
agiklanabilir. Kinetik incelemeler sayesinde substrat ve {iriin derisimindeki degisimler



yoluyla tepkime derecesi bulunabilir, olugan enzim-substrat komplekslerinin diizenli
veya geligiglizel bir sirada olustugu hakkinda bilgi edinilebilir, enzim-substrat
kompleksinin tiirii ve kararlilifi hakkinda agiklamalar getirilebilir. Baz1 kinetik sabitler
bulunarak, substrat ve iriinlerin hiicre i¢i derisimleri Olciilebilir ve tepkimenin
fizyolojik gidisi ve canlida enzim aktivitesinin regiilasyon yolu izlenebilir. Kinetik
sabitler iizerine pH ve sicaklifin etkisi incelenerek, enzim aktif merkezindeki amino
asitler hakkinda bilgi edinilebilir ve bir tepkime modeli geligtirilebilir veya gelistirilmig
bir enzim katalizli tepkime modeli, tepkime kinetigi incelenerek deneysel olarak
dogrulanabilir (Uslan, 1986).

Enzimatik tepkimelerde 6nce enzim ile substrat arasinda bir arabilegik olusur. Kararsiz
olan bu arabilegik, enzim ve iiriinlere doniigtir. Uriin olusum hizi, ortamdaki enzim ve
substrat derigimine baglidir. Substrat derigiminin kisitlayic1 olmadig1 durumda, tepkime
hiz1 enzim derigimi ile belli bir degere kadar dogrusal olarak artar. Eger enzim derigimi
sabit tutulup substrat derigimi artunlirsa, tepkime hizi belli bir maksimum deZere erigir.
Bu degerden sonra, substrat derigimi arttirilsa bile tepkime hizinda bir artig gézlenmez.
Bunun nedeni, ortamdaki enzim molekiillerinin artan substrat molekiillerini
kargilayamamasidir (B6liim 2.1.3.). Enzimlerin bu davramg: 1913 yihnda L. Michaelis
ve M. Menten tarafindan 6nerilen bir mekanizmayla agiklanmigtir:

E+S < > ES >P + E (2.1)

Burada; E enzim, S substrat , ES arabilesik ve P {iriin, k;, ks, k; ilgili tepkimelerin hiz
sabitlerini gdstermektedir.

[Eo] : Baglangic enzim derigimi

[E] : Serbestenzim derigimi

[S] : Serbest substrat derigimi

[P] : Uriin dedsimi

[ES] : Enzim-substrat arabilesigi derigimi

olarak gosterilirse, arabilesigin olusum iz ’Eg.2.1° e gore ;

d[ES]

=k [E] [S] - [ES] (k2 +ks) (2.2)
dt

iiriin olugum hiz ise,



d[ES]

v=

= k3 [ES] (2.3)
dt

olarak ifade edilir. Yatigkin durumda arabilegigin olugma ve bozunma hizlari birbirine
esit oldugundan, '

d[ES]
=0

V=

dt

olur. Buradan ’Esg. 2.2’ nin diizenlenmesiyle

[E] [S]
[ES]l=—— (2.4)
(k2 + kg) / kl

denkligi elde edilir. Diger yandan enzim kiitle denkligi [E] = [Eq] - [ES] olacagindan,
Km;
kz + k3

Kp = —— (2.5)
kl

olarak tamimlanir ve bu deger "Es. 2.4’ de yerine konup diizenlenirse,
(Eol [S]

[ES]=———— (2.6)
Km + [S]

bulunur. Uriin olugum hiz1 ise *Es. 2.3’ den

k3[Eo] [S]
Ve —— Q.7
Km + [S]

olarak bulunur. Maksimum tepkime hizz enzimin tamaminin arabilegik halinde
bulundugu durumda gézleneceginden

Vmax = ks [Eo] (2.8)



seklinde ifade edilir. Sonug olarak enzimatik tepkime hiz1 ,

Vimax [S] R
vee— | 2.9)
K + [S]

esitlifi olarak bulunur. Bu egitlik Michaelis-Menten esitlifi olarak bilinir ve Ky de
"Michaelis-Menten sabiti" diye adlandirthir, Ky, degeri, enzim ve substratin birbirine
olan ilgisini gosterir (B6liim 2.1.3). Aym: zamanda Ky,, maksimum tepkime hizinin,
Vmax, yarisint saglamak icin gerekli olan substrat derigimi olarak tanimlanir.

Michaelis-Menten  esitlii  hiperbolik  bir egrinin  denklemidir. Denklemi
dogrusallagtirmak amaciyla 1/[S] e kars1 1/v grafige gegirilirse bir dogru elde edilir ve
buna "Lineweaver-Burk Dogrusu” denir. Bu dogrunun denklemi,

= + (2.10)

seklindedir. Dogrunun 1/[S] eksenini kestigi nokta -1/Ky,, 1/v eksenini kestigi nokta
1/Vmax, egimi de Km/Vmax dir (Lehninger, 1975).

2.2.1. immobilize Enzim Kinetigi

Immobilize enzim sistemlerinde difiizyon kisitlamasi aktiviteyi diistiren en Snemli
faktorlerden birisidir. Difiizyon kisitlamasinin, immobilize enzim aktivitesine etkisinin
tartigiimasinda kullamlan yaklagimlardan biri de "etkinlik faktorii" diir (Gemeiner,
1992). Etkinlik faktorii, 1, su sekilde tanimlanmaktadir:

(2.11)

Burada, v: difiizyon kisitlamasinum substrat doniigiim hizim etkiledigi sistermde
gozlenen tepkime hizi, ve v: enzim tepkimesinin Michaelis-Menten egitliine uydugu
difiizyon ksitlamasimn etkin olmadigi durumdaki tepkime hizdir. v, Bolim 22’ de
gosterildigi gibi su sekilde ifade edilir:

Vmax [S]
T (2.9)
Km +[S]



v ise 'Eg. 2.11° ve "Es. 2.9” dan yararlamlarak agagidaki sekilde elde edilir:

Vmax [S] .
V=n— 2.12)
Km + [S]

Bu esitligin Lineweaver-Burk metoduyla (Es. 2.10) kullamlan gekli ise styledir:

1 Km 1 1
_ . 2.13)
v MVmax  [S] 1 Vmax

Bu esitlige gore 1/[S]’ e kargt 1/v grafife alimrsa Sekil 2.2.B’ de verilen epri elde
edilir, Gortildiigl gibi egef sistemde difiizyon kisitlamalar: yoksa, Sekil 2.2.A’ daki
gibi bir dogru elde edilir. Bu durumda etkinlik faktdrii, n=1" dir. Difiizyon
kisitlamalan oldufu durumda ise B’ deki egri ile verilen tiirden iligkiler elde edilir.
Sekil 2.2.B” deki egriyi difiizyon kisitlamasmnin etkin oldugu (2. bélge) ve olmadigi (1.
bolge) iki bdlgede incelemek miimkiindiir. Eger tepkime hizi, substrat transferinden
¢ok diigiik ve enzimin doygunluga ulagmasi igin gerekli substrat derigimi yeteri kadar
yilksek ise ([S;]>>Kp), tepkime hizi 0° kinetige gore olusur (1 bolge). Bu kogullarda,
proses substratin difiizyonu ile kontrol edilmez. Boyle bir durumda, ve diger
kisitlamalar olmadiginda, deneysel olarak tammlanan kinetik sabitler gercek degerlere
karg: gelir. Buna kargin, bagli enzimin cevresindeki substrat derisimi ¢ok diigiik oldugu
zaman ([S;]<<Kn), enzim tepkime hizi, substrat diflizyonuna (¢tzeltiden immobilize
enzimin yiizeyine) ve makrogevredeki enzim derigimine baghdir (2 bélge).

1N i

178 118

Sekil 2.2. Enzimatik tepkime hizinin Lineweaver-Burk grafigi ile degerlendirilmesi
(A) Diftizyon kisitlamas: olmayan sistem (B) Difiizyon kisitlamasi olan
sistern
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Enzim tepkime hizinin, difiizyon kisitlamasindan etkilendigi sistemlerde, Sekil 2.2.B’
de Lineweaver-Burk grafiginde farkli bolgeler igin verilen dogrusal iligkiler (kesikli
cizgilerle gosterilen) kullamlarak Ky, v ve 1 degerlerinin bulunmasi miimkiindiir.
Sekil 2.2.B’ deki egride 1. bolgeyi taumlayan dogrusal iligkinin (Es. 2.10) ordinati
kesim noktasi 1/Vpax'1 verirken, dogrunun efimi, Km/Vmax degerini gostermektedir.
Bu iki deper birlestirilerek Ky ve Vmax degerleri saptanir. 2. bolgeyi tanumlayan
dogrunun egimi ise bu bdlgede gegerli olan difiizyon etkisini i¢eren kinetik' iligkisine
(Es. 2.13) dayanarak Kp/MVmax degerini vermektedir. Daha 6nce bulunan Ky ve
Vmax degerleri, Km/M Vmax iligkisinde kullanilarak 1 degeri hesaplanabilir.

2.2.2. Enzimlerin Deaktivasyonu

Enzimler tepkime sirasinda zamanla aktivitelerini yitirirler. Enzimlerin deaktivasyonu
iiriin inhibisyonu, enzim zehirlenmesi ve enzim denatiirasyonu gibi nedenlerden
kaynaklanabilir. Uriin inhibisyonunda tepkime sirasinda olusan iiriin, aktif bolgede
toplanarak tepkime hizim diigiiriir. Enzim zehirlenmesi, aktif bolgelerin baz
maddelerle tersinmez tepkimeye girerek aktif olmayan hale doniismesi sonucu
gortiliir. Enzim denatiirasyonu ise igletme kosullari nedeniyle enzimin molekiil
yapisinda olusan degigimlerden kaynaklanir (Bailey and Ollis, 1977).

Tepkime swasinda isletme kosullarina bagli olarak enzim molekiiliiniin yapisindaki
degisimler aktivite kaybina neden olur. Enzim derigimine birinci dereceden bagl
deaktivasyon tepkimelerinde aktf bolge derisimi zamanla azalir. Sicaklik, pH ve
karistirmanin neden oldugu aktivite kayiplan bu tiirdendir. Ciinkii enzimin segici ve
akuf olmasit saglayan sarmal yap: kolayca bozulabilir ve enzimin katalitik &zellikleri
kaybolur. Sabit sicaklik ve pH’ da yiiriitiilen bir tepkimede, enzim deaktivasyon hiz,
aktif enzim derisimine bagimli olarak, cogunlukla bir iistel model ile verilir.

Ustel deaktivasyon modeli: Enzim derisimine birinci dereceden baghi olan
deaktivasyon modelinde, aktif enzim derigiminin deigimi asagidaki sekilde
verilmektedir (Cardoso and Emery, 1978):

d[ES]

=kq [E] veya E(=Eqexp(-kg t) (2.149)
dt
Burada, kg enzim deaktivasyonu hiz sabitidir.

Enzim aktivitesi, a, herhangi bir andaki tepkime hizinmn baglangi¢ tepkime hzina orani
olarak tammlanir. Diger bir sekilde, tepkime hiz sabitinin tepkime siiresince
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depismedigi diigiiniiliirse enzim aktivitesi, herhangi bir andaki enzim derigiminin
baglangi¢ enzim derigimine orani olarak da agafidaki sekilde ifade edilebilir;

vt [Ed
= =a ‘ (2.15)
Vo [Eol o

vt  :Herhangi bir andaki tepkime hiz1

Vo :Baslangi¢ tepkime hiza

[E] :Herhangi bir andaki enzim derigimi

[Eo] :Baslangi¢ enzim derigimi

olarak simgelenmektedir. "Eg.2.14’, *Es.2.15’ de yerine konulursa deaktivasyon hmz

icin,

da

- =kga (2.16)
dt

denkligi elde edilir. Bu denklige gore, enzim deaktivasyonu

a
a=aye kgt veya In =—kqgt (2.17)
do

2o : Baslangicenzim aktivitesi

ifadesiyle gosterilir. Tepkimenin yliriitiildigi kogullarda enzim kararlilifi, igletme
kararlili1 olarak bilinir. Isletme kararliifimin 8lgiisii olarak, enzimin "aktivite yan
omrii", typ, kullamlabilir. Aktivite yan Omrii, enzimin baglangi¢ aktivitesinin yanya
diismesi i¢in gegen zaman olarak tamumlanur, 'Es. 2.17° kullamlarak aktivite yari mrii
s0yle ifade edilir:

In2

(2.18)

tin =
kg
2.3. Enzimlerin immobilizasyonu

Immobilizasyon genel anlamda enzim hareketinin sabit bir yiizey {izerinde
sirlandirilmast olarak bilinir (Shuler and Kargi, 1992). Immobilize enzimin serbest
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enzime gore sagladifi avantajlardan en onemlisi, tepkime sonunda aktivitesini
yitirmeden ortamdan kolayca uzaklastinlabilmesidir. Bu durum, immobilize enzimlerin
kesikli proseslerde birden fazla kullammina veya siirekli proseslerde caligilmasina
olanak saglar. Boylece siirekli proseslerin yilksek kapasite, standart kalitede iiriin
eldesi ve igletme kolayliklar1 gibi avantajlarindan faydalambr. Immobilize enzimler
tepkime ortamindan kolayhkla aynlabildikleri igin enzimin safsizlk olarak ortamda
kalmasmin istenmedifi durumlarda, karmagik ayima iglemleri gerekmedigi gibi
istenilen anda ¢ozelti ile enzimin iligkisi kesilerek istenmeyen bir dengenin veya yan
iiriinlerin olugumu ve {iriin inhibisyonu engellenebilir. B6ylece bu problemlerin neden
oldugu maliyeti arturici ek iglemlere gerek kalmaz. Immobilize enzimler cevre
kogullarma karg: (pH, sicaklik, kangtirma hiz vs.) serbest enzime gore daha dayanikli
ve daha. kararhdir. Genellikle immobilize enzimlerin igletme kosullarinda aktif
olduklari siire serbest enzimlere gore daha fazladir. Bu nedenle immobilize enzimlerin
baglangi¢ aktivitesi diigiik olsa bile prosesin katalizor bileseninin fiyat yani isletme
maliyeti diiser. Aynca bu durumun sonucu olarak daha fazla ve daha saf yiiksek
aktiviteli enzim kullamlarak iglem siiresi kisalir ve daha saf iiriinler elde edilebilir.
Immobilize enzimler birbirini izleyen ¢ok adimh enzim tepkimeleri icin de
uygundurlar. Ornegin, serbest formda pH optimumlar: birbirine uymayan iki enzim ya
farkh destek maddelerine immobilize edilerek ya da bir membranin zit iki tarafinda
kendi mikrogevrelerine sahip olmalari saglanarak kullamilabilir veya enzimlerden biri
cozeltide, digeri bir destege baglanmig sekilde ¢aligilabilir (Celebi ve Caglar, 1986).

1916’ da Nelson ve Griffen sakkarozun hidrolizini katalizleyen invertazin aktif
kOmiiriin {izerine adsorplanmasimi gozlemesi lizerine enzimlerin bir tagiyiciya
baglanabilecegi diigiiniilmiis ve bu ¢aligmalanmin ilk sonuglan 1950’ 1i yillarda birgok
galigma grubu tarafindan aym anda yayinlanmigtir. Daha sonra bu alandaki galigmalar
bilyiikk ilgi ¢ekmis ve degisik amagclarla cesitli enzimler immobilize edilmigtir
(Telefoncu, 1986).

2.3.1. immobilizasyon Yontemleri

Enzim immobilizasyon yontemleri farklh kaynaklarda degisik sekillerde
siuflandinlmigsa da (Bailey and Ollis, 1977; Hartmeier, 1988; Shuler and Kargi,
1992) bu yontemleri kimyasal ve fiziksel yontemler olarak iki ana grupta toplamak
miimkiindiir (Sekil 2.3).

1- Fiziksel Ytntemler
a) Polimer matrikste tutuklama
b) Mikrokapsiilleme
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¢) Membran reaktdrier

2- Kimyasal Yontemler
a) Adsorpsiyon
b) Iyonik baglama
¢) Capraz baglama
d) Kovalent baglama

Bu boliimde immobilizasyon ydntemleri hakkinda kisaca bilgi verilecek, ayrica bu
calismada da kullamlan polimerik yiizeylere ¢esitli teknikler ile gergeklestirilen
kovalent baglama ySntemi detayli olarak anlatilacaktir.

1. Fiziksel yontemler

Fiziksel yontemlerin temeli enzim molekiiliiniin bir tagiyiciya tutuklanmasina dayanir.
Bu ydntemi, kimyasal yontemden ayiran en Onemli Ozellik, enzim molekiiliiniin
herhangi bir sekilde bir tagiyiciya baglanmamig olmasidir.

Polimer matrikste tutuklama: YOntemin esasi, enzim molekiillerinin etrafinda
polimer bir ag olugturulmasina dayamr. Tutuklanan enzimin katalitik fonksiyonunu
yerine getirebilmesi icin, tepkimeye ait substrat ve {riinlerin matriksten kolayca
gecebilmesi gerekir. Aym zamanda polimer agin gozenekleri enzim molekiillerinin
yapidan kagigina izin vermeyecek biiytikliikte olmahdir. Bu tiir immobilizasyon
isleminde en g¢ok kullamian matriks materyalleri poliakrilamid, pektin, jelatin, agar,
silikajeldir. Polimer a81 olusturan zincirler arasindaki ¢apraz baglanma degisik
fonksiyonel reaktiflerle saglanir. Ornegin, poliakrilamidin capraz baglanmasi N,N-
metilenbisakrilamid kullanilarak  gergeklegtirilir. YOntemin avantajlarn, kolay
uygulanabilmesi, az miktar enzimle immobilizasyonun gergeklestirilebilmesidir.
Yontemin dezavantajlan arasinda, yapidan enzim kagigt ve difiizyonel kisitlamalar
nedeniyle enzim aktivitesinin azalmasi ve mikrogevresel kosullarin kontroliindeki
giclikler gelir. Enzim kagit matriks gozeneklerini kiigiiltiilerek, diflizyon
kisitlamalar ise matriks boyutlanim kiigiilterek engellenebilinirse de enzim aktivitesinin
azalmasimn kontrol edilmesi giictiir. Ancak degisik matriksleri ve kimyasal bilesikleri
kullanarak, proses kosullanm degistirerek ve matriks boyutlanm ayarlayarak daha
uygun mikrogevresel ortam yaratlabilir (Shuler and Kargi, 1992),

Mikrokapsiilleme: Yontemin temeli, enzim molekiillerinin yart gegirgen bir membran
tarafindan kugatilmasina dayamr. Yan gecirgen membramn gozenek gaplari, substrat
molekiillerinin . kapsiil i¢ine girisine ve iirlin molekiillerinin digart gikigina olanak
verecek biiyiikliikte olmalidir. Substrat molekiilleri ne kadar kiigiikse bu y6ntem ile
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immobilize edilmig enzimin verimlilifi o Sl¢iide yiiksek olacaktir. Ayrica membran,
enzim molekiillerinin dig etkilerden korunmasim saglar (Telefoncu, 1986).

Membran reaktorler: Mikrokapsiilasyon ytnteminin biiyiik dlgekli ve mekanik olarak
akig dinamigine uygun, siirekli sistem amagh bir immobilizasyon y&ntemidir.
Membran reaktorier, oyuk fiber, tiibiiler ve kaskat yapilaninda olabilirler. Zarin
ozelligi, substrat ve lirlin giris ve ¢ikigina izin verecek sekilde yan gegirgen olmasi ve
prosesin mekanik etkilerinden enzimi koruyacak sekilde dayanikllifidir (Hartmeier,
1988).

1. Kimyasal Yontemler

Kovalent Baglama Adsgorpgiyon

boD T

(E) EX

EN® EE

Cokfonksiyonlu Reaktiflerle
Capraz Baglama

2. Fiziksel Yontemler

© ®
® ®
® ®

Polimerik Matriks icinde Mikrokapsiillerde

TRBRTELRITTIISTTIS  FOSRIRSS AT TTH TR GTSIIRRERISCITITTIR

e 00 ©® ®

TROOMNONY MONMNGINOONGY (0NN

Membranda

Sekil 2.3. Enzim immobilizasyon y6ntemleri
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2- Kimyasal Yontemler

Adsorpsiyon: Enzim molekili suda ¢bziinmeyen bir tagiyiciya adsorptif baglayica
kuvvetlerin yardimiyla baglamr. Adsorpsiyon, faz ve yiizey siurlarinda fiziksel ve
kimyasal kuvvetlerin etkisiyle ortaya ¢ikan yiizeye tutunma olayidir. Yiizeye tutulan
madde ile kat1 arasinda, yiizey gerilimiyle agiklanabilen bir etkilesim soz konusudur. -
Adsorpsiyon bir denge tepkimesine benzer ve ¢Ozeltideki ¢oziinenler, yiizeydekilerle
dengeye gelene kadar g¢dzeltiden yiizeye adsorpsiyon devam eder. Cozeltilerde
adsorpsiyon iig tiir olarak incelenebilir (Mutlu, 1988):

a-Yer deistirme adsorpsiyonu: Coziinen ile adsorplayici arasindaki elektriksel
etkilesme sonucu meydana gelir.

b-Van der Walls adsorpsiyonu (fiziksel adsorpsiyon): Bu tiir adsorpsiyonda fiziksel
karakterde zayif Van der Walls kuvvetleri etkindir.

c-Kimyasal adsorpsiyon (Kemisorpsiyon): Adsorplanan ile adsorplayan vyiizey
tizerindeki aktif merkezlerde, kuvvetli kimyasal baglar olugur.

Enzimin tastyiciya baglanmasinda etkin olan Van der Waals kuvvetleridir. Enzim
adsorpsiyonunda, en ¢ok kullamlan tagiyicilar gozenekli cam, diatome topragi,
bentonit, seramik, kollodyum, silikajel, hidroksiapatit, kiil, aktif karbon, nigasta, gluten
ve kalsiyum fosfattir.

Yontemin avantajlari; enzim immobilizasyon isleminin basit olusu, enzime zarar
verebilecek maddeler kullanilmadi@1 igin enzim konformasyonu iizerine etkinin az
olugu, degisik bigcim ve yiikteki tagtyicilan segme olanafinin olmasidir. Adsorpsiyon
yonteminin en ©nemli dezavantaj enzimin desorpsiyonudur. Enzim ile tagiyict
arasinda kuvvetli bir baglanma olmadifindan genellikle siddetli hidrodinamik
kuvvetlerin varh@inda, desorpsiyon sonucu enzim serbest halde tepkime ortamina
gecmektedir (Hartmeier, 1988).

Iyonik baglama: Bu yontem, iyon degistirme yeteneBine sahip, suda ¢Oziinmeyen
tagtyicilara enzimin iyonik baglanmasi temeline dayamir. Iyonik baglanma, ihmh
kogullarda gergeklestiinden enzimin konformasyonunda ve aktif merkezinde
degisiklik goriilmez. Y6ntemin dezavantaji, enzim ile tagiyict arasindaki bag, kovalent
bag kadar giiclii olmadifindan enzim kagipgmn meydana gelmesidir. Sephadex,
amberlite, dowex gibi iyon degistirici regineler tagiyict olarak kullamilmaktadir (Shuler
and Kargi, 1992).

Capraz baglama: Enzim molekiillerinin birbirleriyle glutaraldehit, bis-diazobenzidin,
2,2- distilfonik asit gibi maddeler kullanilarak baglanmasi da diger bir immobilizasyon
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yontemidir. Capraz baglanma bir ¢ok degisik yolla gergeklestirilir; enzim yalnizca ¢ift
veya ¢ok fonksiyonlu reaktif kullamlarak capraz baglamir, 6rnek olarak enzimin
¢oziinmez agregatlar yapmak iizere glutaraldehit ile capraz baglanmasi verilebilir.
Diger bir yol, suda ¢8ziinmeyen bir tagiyiciya adsorbe edilmis enzimlerin ya da ikinci
bir protein varhifinda serbest enzimlerin ¢ift fonksiyonlu reaktif kullamlarak gapraz
baglanmasidir. Alternatif bir yol da, ¢ift fonksiyonlu reaktif ile aktive edilmis polimer -
tagtyictlara enzimin baglanmasidir. Capraz bagflama yontemi, enzimlerin aktif
bolgelerinde ¢ok Onemli degisikliklere yol agabilir, ayrica difiizyon kisitlamalan
goriilebilir. Capraz bagli enzimler mekanik bakimdan ¢ok kararsizdir ve gimdiye kadar
yalnizca immunolojik testlerde kullamlmuslardir (Telefoncu, 1986).

Kovalent baglama: Destek ylizeylerde uygun bir yontemle etkin bélgeler olusturarak
enzim molekiilleri ile tasiyict yiizeyler arasinda kovalent bag olusturulur. Enzim
molekiilleri tagiyict ylizeye a- ve e-amino gruplan, karboksil, hidroksil, imidazol,
stilfidril gruplar, fenol halkalan gibi bazi 6zel fonksiyonel gruplar {izerinden baglanur,
Bu gruplardan -SH ve e-amino gruplar tasiyict yiizeyindeki uygun gruplar ile
dogrudan tepkimeye girebilir. Bunun yaminda -OH gruplar: gibi bazi gruplarin tasiyic
grupla tepkimeye girmeden once aktive edilmeleri gerekir.

Baglanmas: istenilen grubun aktivasyoriu tagtyic1 yiizeyinde gerceklesir, boylelikle
katalitik aktivite azalma riski ortadan kaldinlir. Gruplanin aktivasyonu igin yaygin
olarak bagvurulan metodlardan bazilan; -OH gruplarimin siyanojen bromiir (CNBr) ile
aktivasyonu veya -COOH gruplarinin klorla aktivasyonudur (Hartmeier, 1988).

Tagiyict ile enzim arasindaki birlesme ya dogrudan bilegikler arasindaki baglanu ile
veya "spacer” denilen baglanti ajanlan aracihifiyla gerceklegtirilir. Spacer enzimlere
bilylik Olgtide hareket serbestlifi vermekte, boylelikle enzimin aktivitesi, bazi 6zel
kogullar alinda dogrudan tagiyiciya baglanmig enzimin aktivitesinden daha fazla
olabilmektedir. Sekil 2.4’ de sematik olarak bir enzimin dogrudan veya bir spacer
molekiilii izerinden ylizeye kovalent baglanmasini gostermektedir.

Spacer
E) (E /

Sekil 2.4. Tastyic1 ylizeye enzimin dogrudan ve spacer yardumiyla kovalent baglanmas:
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Enzimlerin, ylizeye kovalent baglanmasinda kullanilan tagiyic: yiizeyler Cizelge 2.1’ de
goriildiigii gibi inorganik tagiyicilar, sentetik ve dogal polimerler olmak iizere ii¢ ayn
grupta incelenebilir (Hartmeier, 1988).

Cizelge 2.1. Enzimlerin kovalent baglama ytntemi ile immobilizasyonunda kullanilan

tagryicilar
Inorganik tasiyicilar Sentetik polimerler Dozgal polimerler
Gozenekli cam Polistiren Dextran
Gozenekli kieselguhr | Poliakrilamid Seliiloz
Borosilikat cam Poliakrilat-polietilen kopolimeri Misir dSvmesi
Silokrom Stiren-maleik anhidrit kopolimeri | Agaroz
| Polimetilenglutamat membrani Sepharoz

Inorganik tagiyiciar: Enzimlerin kovalent baglama yontemi ile immobilizasyonunda
en ¢ok kullanilan inorganik tagiyict gézenekli camdir. Cam yiizeyinde ¢ok fazla sayida
-OH grubu bulunur ve aminoalkiletoksisilan, aminoalkilklorosilan gibi silanlarla yiizey
aktif hale getirilir. Aminoalkiletoksisilan ile cam yiizeyin aktivasyonu Sekil 2.5’ de
goriildiigli gibi gerceklesir. .

C2Hs CaHs
7 9
OH + H5020—§1—{CH213—NH2——<——* —o—§i—[0H2]3—NHz
? CHgOH [ 9
CZH5 CZHS

Sekil 2.5. Cam yiizeyin aminoalkiletoksisilan ile aktivasyonu

Sekilden de goriildiigii gibi aktivasyon iglemiyle cam ylizey alkil amin gruplanyla
zenginlegtirilir. Aktive edilen cam yiizeylere enzim diglutaraldehit, diizosiyanat gibi
¢ift fonksiyonlu maddeler yardumiyla baglanir. Sekil 2.6 de enzim
immobilizasyonunda en ¢ok kullamilan ¢ift fonksiyonlu glutaraldehit yardim ile
enzimin cama baglanmasi gosterilmektedir.

Cizelge 2.1’ de verildigi gibi camin yamsira birgok inorganik tagtyict madde,
enzimlerin kovalent baglanmas1 i¢in kullamlir. Enzimlerin inorganik tagiyicilara
kovalent baglanmasinda kullamlan diger bir yontem, sentetik ve dogal polimerler
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yardimiyla inorganik tagiyicilann polimer bir tabaka ile cevrelenmesi ve bu tabakaya
enzimin immobilize edilmesidir.

O-8i—(CH,, ] .—NH N /°

, 2)37"z ¢ JecHyl-C v+ HNED

: H H

- Aktiflestirilmis Cam Giutaraidehit Enzim
2H,0

L.
o—?l—[CHzla—N—CH —(CH, )4~ CH—N—@

Sekil 2.6. Glutaraldehit yardimiyla enzimin cama baglanmasi

Sentetik polimerler: Sentetik polimerler, 1950’ 1li yillardan beri biyolojik aktif
materyallerin  baglanmasinda, yaklasgtk son 20 yidan beri de enzim
immobilizasyonunda kullaniimaktadir. Onceleri enzim immobilizasyonunda farkli
amaglar igin geligtirilmis, mevcut polimerler kullamlmis, daha sonra odzellikle
immobilizasyon amach kopolimerler gelistirilmistir. Bir ¢cok reaktif kopolimer, esas
olarak akrilik ve metakrilik asit tlirevlerinden iiretilir. Stiren-maleik anhidrid
kopolimeri, naylon-akrilat kopolimeri, poliakrilat-polietilen kopolimeri, metakrilat-
akrilat kopolimeri, poliakrilamid, polistiren gibi sentetik tasiyicilar enzimlerin kovalent
baglama ile immobilizasyonunda kullamimaktadir. Ozellikle bunlar arasinda reaktif
oksiran veya asit anhidrit gruplu akrilat ve metakrilat tagiyicilar yaygin olarak
kullanilmakta ve enzim dogrudan tastyiciya baglanmaktadir. Sekil 2.7 de enzimin
oksiran gruplarca zengin bir tasiyictya kovalent baglanmas: gériilmektedir. Bu tipteki
tagiyicilar ticari (R6hm GmbH, W.Germany) olarakta satilmaktadir (Hartmeier, 1988).

OH
o
20N |
— —CH— — —C— —
CH,~0—CH,—~CH—CH,, + H,N~E) CH,—0—CH,~C—CH,-NH~E)
H

Sekil 2.7. Oksiran gruplarca zengin tagiyictya enzim baglanmasi
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Degisik aktivasyon yontemlerinden biri de klorit aktivasyonudur ve Sekil 2.8’ de
gosterilmigtir. Karboksi grubu tagiyan regineler thionilklorit ile aktiflestirilir. Aktive
edilen karboksiklorit regineler Sekil 2.8 de de goriildiigii gibi peptid bag1 olusturmak
lizere enzimin serbest amino gruplar ile tepkimeye girebilen reaktif klorit gruplarina
sahiptir.

Aktivasyon
COOH + soci, ————— 80, + HCl.
Karboksi Thionilklorit Karboksiklorit
Recine Recgine

Baglanmsa

Sekil 2.8. Tastyicinim klorit ile aktivasyonu ve enzim immobilizasyonu

Dogal polimerler: Seliiloz, dekstroz, agaroz, nigasta gibi polisakkarit veya politironit
yapisindaki dogal polimer tagtyicilar enzim immobilizasyonu ¢aligmalarinda biiyiik ilgi
gdrmektedir. Dogal polimerlerden bir ¢ogu fazla sayida hidroksil grubu igerir vé bu
gruplar dogrudan enzim proteinleri ile baglanuya girmeye uygun degildir. Bir gok
dogal polimer genellikle siyanojen bromiir ile aktive edilir. Bu aktivasyon iglemi
sonucunda yiizeyde oldukea reaktif imido karbonatlar olugur. Bunu izleyen birlesme
tepkimesinde aktiflestirilmig tastyici, enzimin serbest amino gruplari ile tepkimeye
girer (Sekil 2.9). Dogal polimerlerin siyanojen bromiir ile aktiflegtirilmis tiirevleri
enzim immobilizasyonunda ¢ok yaygin kullamlan tagiyicilar arasindadir ve ticari
olarakta temin edilebilirler.

Kovalent baglama isleminden sonra, proteinin aktif konformasyonunu muhafaza
etmesi Onemlidir. Dogal konformasyonun belirlenmesinde, primer amino asit yapt
onemlidir. Sekonder, tersiyer, kuaterner yapidaki baglar, disiilfit baglar1 diginda,
kovalent olmayan baglardir. Tuzlanin kovalent olmayan etkilesimleri, hidrojen baglan,
hidrofobik etkilegimlerin hepsi tek tek ele alindifinda kararsizdir. Fakat ¢ok sayida
zayif bafin toplami, protein molekiiline stabilite kazandirir. Proteinin aktf
konformasyonunu koruyabilmesi igin ¢dzelti kogullari, kolay kirilabilir baglara gore
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sinirlandinlir. Bundan dolayr genelllikle, 35°C’ nin {izerindeki sicakliklar, pH’ s1 34
den diisiik asidik veya pH st 9-10° dan biiyiik alkali ¢ozeltiler kullamlmamalidir
(Mosbach, 1976). ' A

Kovalent baglama y6nteminin en biiyiik avantaji baglarin gok kuvvetli olmasi, boylece
her tiirli akig ortaminda kullanﬂaﬁﬂlrhgldlr Enzim destek materyali iizerinde yer
aldiindan substrat ile temas1 kolaydir. Aynica enzim molekiilii ve destek materyali .
birlikte genellikle 1s1 kararhlik gosterirler. Yontemin dezavantajlari, tutuklama
sirasinda enzimin aktif bdlgelerinin baglayict ajan tarafindan kullamlabilme olasiig1 ve
ortamin kimyasal yapist dolayist ile enzimin zehirlenme ihtimalidir. Ayrica destek
materyali ile enzim arasindaki stk etkilesim enzimin dogal konformasyonunu bozar
(Gerhartz, 1990).

pH 8-11

+ CNBr C=NH + BrH

pH 7-9

C=NH + H2N—®

Sekil 2.9. Siyanojen bromiir aktivasyonu ve enzimin yiizeye immobilizasyonu

2.3.2. Enzim immobilizasyonunda Yéntem ve Tagiyici Segimi

En uygun immobilizasyon yontemi ve destek materyali enzime ve uygulamalara bagl
olarak degigir. Immobilizasyon islemi esnasinda ve immobilizasyondan sonra enzim
aktif merkezinin zarar gbrmemesi gerekir. Efer immobilizasyon, enzim iizerinde bazi
konformasyonal degisikliklere yol agiyorsa veya enzimin aktif bolgesinde bulunan
reaktif gruplar baglanmada: yer aliyorsa, enzim aktivitesinde kayip ortaya gikabilir. Bu
nedenle immobilizasyon iglemi 1himh kogullarda gerceklestirilmelidir. Immobilizasyon
sirasinda yiiksek sicaklik, kuvvetli asidik veya bazik ortam, organik ¢oziiciiler veya
yliksek tuz derigimleri ile muamele denatiirasyona, dolayisiyla aktivite kaybina neden
olur,

" Enzimin tagiyic1 bir ylizeye immobilize edildigi adsorpsiyon, kovalent ve iyonik

baglanma yodntemlerinde, tagiyict secimi, enzim aktivitesi ve diger enzim Ozellikleri
agisindan Snemlidir. Destek materyalin segiminde iki temel kriter vardir. Bunlardan
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biri; yiik yogunlugu, fonksiyonel gruplar, porosite ve destek yiizey hidrofobikliginin
bir fonksiyonu olan destek yiizeyin baglama kapasitesidir. Diger kriter ise destek
yiizey fizerindeki fonksiyonel gruplar ve mikrogevresel kosullarin bir fonksiyonu olan
baglanan enzim miktart ve enzim aktivitesinin stabilitesidir (Shuler and Kargi, 1992).

Destek materyali immobilize edilecek enzime uygun bir fonksiyonel grup icermelidir.
Immobilizasyon i¢in, tagtyict ile enzim arasinda baflanmamn aktif merkez iizerinden
gergeklesmeyecegi tagryicilar segilmeli veya immobilizasyon swasinda aktif merkez
korunmalidir. Destek materyali fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak kararli olmal,
mekanik olarak direngli olmaly, toksik olmamah ve ekonomik olmalidir. Ayrica enzim
farkl reakt6rlerde kullamlabileceginden destek materyali de kolayca sekil alabilmelidir
(Gerhartz, 1990). Destek materyali genellikle hidrofilik olmahidir. Ciinkii enzimler
sulu ortamda galigirlar ve organik ¢oziiclilerle denatiire olurlar. Ayrica destek maddesi
substratla ayn: tip elektrik ylikiine sahip olmamalidir. Tastyict matriksin elektrik yiikii
enzimin optimum cahiyma pH’ simi Snemli olgiide etkileyebilir. Bolgesel yiiklerin
optimum pH’ y1 ne kadar degistirecegini kolayca kestirmek miimkiin olmasa da genel
olarak (-) yiikkli bir destek, optimum g¢aligma pH’ suu yikseltecek, (+) yiiklii bir
destek, optimum ¢alisma pH’ sim daha diigitk degerlere gekecektir. Optimum pH’ daki
bu degisimler 2-3 pH birimi kadar ¢ok olabilmektedir (Stanley and Olson, 1974).

Bir enzimin immobilizasyonu igin kullanilacak y6ntemin segiminde &nemli kriterler,
yeterince enzim immobilize edilmesi, enzim aktivitesinin korunmasi ve kararliligy,
substrat ve iiriin molekiillerinin yapisi, yontemin kullamim giivenligi ve maliyetidir.
Ayrica tepkime ve reaktdr tipi de g6z Oniine alinmahdir. Baz kirhyasal
immobilizasyon yontemlerinde kullamilan reaktifler zehirli yan iiriinlerin olugmasina
neden olabilir. Diger yandan, laboratuvarda gergeklestirilen bir ¢ok immobilizasyon
teknigi endiistride bilylik miktarlarda {iretim i¢in uygun olmayabilir; ya maliyet ¢ok
yiiksektir ya da immobilizasyon yontemi birgok islem gerektirmektedir. Ucuz bir
enzim i¢in pahali bir immobilizasyon yontemi, ancak gok uzun bir iglem 6mrii ve
Onemli proses avantajlant sagladiginda sz konusu olabilmektedir. Cizelge 2.2’ de
gesitli immobilizasyon yontemlerinin genel bir kargilagurilmasi verilmistir (Chaplin and
Bucke, 1990).

2.4. invertaz

Poli(phe-lys) ile modifiye edilen polistiren yiizeylerde kovalent baglama yontemi ile
enzim immobilizasyonunun amaglandifi bu ¢aligmada gida endiistrisinde 6nemli bir
yeri olan invertaz, test enzimi olarak secilmigtir. Bu boliimde invertazin genel



Ozelliklerine ve kullamm alanlanna kisaca deginildikten
immobilizasyonu ile ilgili degigik caligmalardan bahsedilecektir.

Cizelge 2.2. Immobilizasyon yontemlerinin kargilastirilmas:
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sonra invertazin

Ozeltik Kovalent | Adsorpsiyon { Iyonik Capraz Mikrokap- | Matriks ici
Baglanma Baglanma { Baglanma | siilasyon tutuklama
Islem zor kolay kolay zor kolay zor
Enzim yiiksek digiik yiiksek orta yiiksek yiiksek
Aktivitesi
Bag Giicii kuvvetli degisken orta kuvvedi orta zayif
Enzim diisiik yiiksek orta diisiik diigiik yiiksek
Kacisi
Difiizyon diigiik diisiik diigiik diigiik yiiksek yiiksek
Engeli
Genel
Uygulana- orta diigiik orta diigiik yiiksek yiiksek
bilirlik
Geri miimkiin miimkiin miimkiin miimkiin miimkiin miimkiin
Kazanim degil degil degil degil
Substrat | degisebilir degismez degismez | deBisebilir | degismez degigmez
Seciciligi
Yontem yiiksek diigiik diigitk orta yiiksek orta
maliyeti

2.4.1. Genel Bilgiler

Hidroliz enzimlerinin alt grubu olan karbohidrazlardan invertaz (E.C. 3.2.1.26)
sakkarozun hidrolizini katalizler. Sakkarozun hidrolizi sonucu, glikoz ve fruktozun
olusumu Sekil 2.10° da Haworth formiilii ile g6sterilmigtir. Invertaz yaygin olarak
ekmek mayasi ve bira mayasindan elde edilir. Invertaz eldesinde, Saccharomyces
cerevisiae ve Saccharomyces carberggr@is mikroorganizmalar1 endiistriyel neme
sahiptir. Maya invertazzmn optimum pH degeri 4.0-5.5 araliindadir ve bu aym
zamanda invertazin en kararh oldugu pH arahfidir. Kat haldeki invertaz 1siya ¢ok
dayamklidir. Invertazin gozeltideki sl kararlilips kullanilan preparatin safligna
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baghdir. Bu nedenle, deisik enzim preparatlan igin ortak bir optimum sicakhk
saptamak zordur. Ticari invertaz igin diigiik sakkaroz derigimlerinde optimum sicaklik
55°C olarak verilir (Basci, 1985).

cH, OH
H ° CH, OH H © H
H +HOH
—_—
OH H H 0]
HOCH, OH
)
H OH OH H
CH,OH
HOGCH o H o
H H\H
H OH t OH €>4
H CH,,OH OH oH
OH H H OH
B—D—Fruktoz a—D—Glukoz

Sekil 2.10. Sakkarozun hidroliz tepkimesi

Sakkaroz molekiiliiniin fruktoz ve glikoz kismina etkimesine bagli olarak iki tip
invertaz saptanmugtir. Bunlar, fruktosidaz (B-D-fruktofuranosidaz, B-h-fruktosidaz,
fruktoinvertaz) ve glikosidaz (o-n-glikosidoinvertaz, o-glikopiranosidaz) dir. Invertaz
(B-D-fruktofuranosidaz) sakkaroza etki ederek glikoz hidrolizini veya defisen
derecelerde frukiosil aktarnmimi gergeklestirir. Invertaz sadece terminal [B-D-
fruktofuranosil kismi iizerine aktiftir, aglikon kismina kars1 seciciligi diisiiktiir (Pitcher,
1980). Bunun igin substrat B-D-fruktofuranosil grubu igermelidir. Hidroliz tepkimesi
sonucunda olugan karisim sakkaroz ¢ozeltisinin gosterdigi optik ¢evirmeden farkh bir
optik gevirme gosterir. Bu nedenle, olugan sekerler karsimi "Invert seker”, olaya ise
"Inversiyon" denir (Lehninger, 1975):

invertaz
CipHzOn + HYO ———— CeH0s  +  CeH2Os
Sakkaroz o-D-Glikoz B-D-Fruktoz
(0)p= + 66.5° {)p=+ 52.7° (o)p=-92°

(o)p=-20°

Invertaza katalitik aktivitesini -SH gruplar ve substrata baglanmasini -COOH gruplan
saglar. Enzimin g¢ahgabilmesi igin substratin B-D-fruktofuranosil grubunu igermesi
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gerekir. Enzim &zellikle C-6 ve C-3 karbonlannda bulunan -OH ve glikozidik
oksijenle birlesir. Ortam pH’ sina gére enzim-substrat arabilegiginin olugumu Sekil
2.11° da verilmisgtir.

o o CH,OH

H H | Jo—r
OH _PpH>6.6, OH H S
HOCH,) T pH<6.6  HOCH, l
H H ?

Sekil 2.11. Sakkaroz-invertaz arabilegiginin olugumu

Sakkarozun invertaz ile hidrolizi ve invertazin deaktivasyonu enzim kineti3i
calismalarinda yaygin olarak incelenmigtir. Maya invertazi agir metallerle, 6zellikle
Agt, Zn*2, Hg*2 varhgmnda tersinir, ayrica diisiik iire derigimlerinde tersinir ve
yiiksek ire derigimlerinde tersinmez sekilde inhibe olur. Invertaz igin en Gnemli
inhibitdr, tepkime iirlinii olan D-Fruktoz’ dur. Diger bir inhibisyon, yiiksek sakkaroz
derigimlerinde (>20% (w/w)) goriilen substrat inhibisyonudur (Chaplin and Bucke,
1990).

2.4.2, invertazin Gida Endiistrisinde Kullanim Alanlari

Sakkarozun glikoz ve fruktoza hidrolizini katalizleyen invertaz, Ozellikle seker
endiistrisinde sakkarozdan invert seker (D-Fruktoz) eldesinde kullanilir. Invert seker,
tathlifimn sakkarozdan daha fazla olmasi, kaynama noktasimn daha yiiksek, donma
noktasimn daha diigiik olmasi, hidroliz sonucu olugsan monosakkaritlerin sakkarozdan
daha fazla ¢Oziiniir olmasi gibi dzellikleri nedeniyle gida endiistrisinde yaygin olarak
kullanilir. Invert seker, zellikle sekerin kristallenmesinin istenmedigi likor, dondurma,
yapay bal iiretiminde 6nemlidir (Frazier ve Westhoff, 1978).
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2.4.3. invertaz immobilizasyonu

Nelson ve Griffen’in 1916 yihnda, sakkarozun aktif k&miire adsorplanmasmi
gbzlemesi lizerine baglayan immobilizasyon ¢aligmalanindan bu yana invertaz gesitli
yontemlerle immobilize edilmigtir (Pitcher, 1980).

Invertaz immobilizasyonunda kullandlan yontemlerden biri olan kovalent baglama
yonteminde g¢esitli tasiyici materyallerle ¢aliglmigtir. Bunlarin arasinda aminonaylon
(Onyezili, 1987), cesitli regineler (Ooshima et al.,, 1980; Pitcher, 1980), polistiren
(Filippusson and Hornby, 1970; Mansfeld and Schellenberger, 1987), Amberlit® ve
Duolite® (Pitcher, 1980) gibi petrol kaynakh materyaller sayilabilir. Bunlardan bagka
cam (Mason and Weetall, 1972; Ooshima et al,, 1980), kabuklu hayvanlarin
kabuklarindan elde edilen kitin (Synowiecki et al., 1981) ve misir ddvmesi (Monsan et
al., 1984) gibi materyaller de invertazin kovalent baglama yontemi ile gergeklestirilen
ylizey immobilizasyonunda kullanilmigtir.

Mansfeld ve Schellenberger (1987), invertazs gbzenekli polistiren anyon degistiriciye
benzoquinone ve glutaraldehit yaidmuyla kovalent baglama yontemiyle immobilize
etmiglerdir. Yazarlar, invertazin kesikli ve siirekli sistemlerdeki kinetik davramglarina
immobilizasyonun etkisini farkli yontemlerle modifiye edilmig polistiren yiizeyler igin
incelemiglerdir. Bu ¢alismada serbest invertazin Ky degeri ile immobilize invertazin
Km degeri arasindaki oran 0.18-0.71 aralifinda bulunmugtur. Ayrica polistiren
kiireciklerin mekanik ve hidrodinamik o©zelliklerinin yam swa polistiren-invertaz
kompleksinin yiiksek segicilife ve bagil aktiviteye sahip olmasi nedeniyle fruktoz-
glikoz karigimi diretimindeki teknik uygulamalar i¢in uygunlugu belirtilmistir.

Invertazin kovalent baglama y6ntemi ile immobilizasyonunda yaygin olarak kullanilan
yiizeylerden biri de camdir. Mason ve Weetall (1972) tarafindan yapilan bir ¢ahigmada,
invertaz gézenekli cam partikiillere kovalent olarak baglanmig, immobilize ve serbest
invertaz i¢in pH 4.6 ve 37°C’ de saptanan Ky degeri (0.448 M) aym bulunmugtur.
Ayrica iglem kararlihfini aragtirmak igin, cam partikiile baglanan invertaz ile seliiloza
azo bag ile baglanan invertaz aym ¢ahigma gartlarinda siirekli sistemde test edilmis ve
invertaz aktivite yar1 mrii sirastyla 42.5 ve 3.7 giin olarak bulunmustur. “

Monsan et al. (1984), invertazin musir dévmesi iizerine kovalent baglama ile
immobilizasyonu iizerinde gahgmuglardir. Yiizeyin modifikasyonunda oksidasyon i¢in
sodyum metaperiodat, amino gruplannca zenginlestirme i¢in etilendiamin, indirgenme
i¢cin sodyum siyanoborohidrid ve aktivasyon i¢in glutaraldehit kullamlmugtir. Bu
islemler igin optimal kosullar belirlenmis ve maksimum aktivite olarak 7.2.104 pmol
invert seker/dk/g tasiyic1 elde edilmigtir. Bu deger daha 6nce gozenekli silika yiizeye
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baglanan invertaz i¢in elde edilen aktiviteden 25 kat daha fazla bulunmugtur.
Immobilize invertazin yan dmrii 40° C de, 2 M sakkaroz ¢ozeltisi igin 365 giin olarak

bulunmugtur.

Invertaz muhtemelen biiyiik dlgekte, immobilize formda kullanilan ik enzimdir, 1941-
1946 wyillanini kapsayan dénemde, Altin Surup (Golden Syrup) firetiminde kullamilan
asit yerini maya invertazina birakmugtir. Once maya hiicreleri otoliz edilmis, elde edilen .
madde pH 4.7’ ye ayarlanarak berraklagunlmig, sonra kalsiyum siilfat yatak i¢inden
gegirilerek filtre edilip aktif komiir iizerine adsorpsiyonla immobilize edilmistir.
Invertaz igeren aktif komiir, surup dekolorasyonunda kullanilan aktif k&miir yataBt
icine yerlestirilmistir. Uretim biiyiik Slgekte ve diizenli bir sekilde gergeklestirilmistir.
Fakat mikrobiyal kontaminasyon, dekolorasyon giiciindeki azalma, iirliniin asit
* hidrolizasyonu ile elde edilen tat ve kokuya sahip olamamasi ve asitin tekrar
kullanilabilirlifinin bagarilmas: sebebiyle immobilize enzim prosesi terk edilmigtir.
Fakat yanlanma omrii pH 5.5 ve 55°C’ de 90 giin olan ¢apraz baglama ile stabilize
edilmig invertaz-aktif komiir kangimimn, Brimac™, gelistirilmesiyle immobilize
invertaz kullammi yeniden baglamigtir. Bu canlanma kismen, tatlandirict olarak
kullanilan Yiiksek Fruktozlu Misir Surubu iiretiminde {irlintin yliksek kaliteli ve agik
renkli olarak elde edilebilmesinden kaynaklanmistir. Immobilize invertaz kullanimi
hicbir zaman asit hidrolizi ile esit kalitede invert surup vermemesine ragmen, asit
hidroliz yonteminin koyu renk, yliksek tuz-kiil icerigi, diigiik kapasite ve kesikli sistem
problemlerini ortadan kalduwmaistir (Gerhartz, 1990).
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu bolimde enzim immobilizasyonu amaci ile polistiren kiirecik yiizeylerinin
modifikasyonu ve bunun sebep olacag kimyasal degigimlerin belirlenmesi igin yapilan
testler agiklanacaktr. Yiizeyin amino gruplarinca zenginlegtirilmesi ile ilgili yontem
anlatilacak ve yiizey 0zellikleri modifiye edilmemig polistiren yiizeylerle kargilagtirmali
olarak FTIR teknigiyle incelenecektir. Bunu, enzim immobilizasyonunu belirleyen
parametrelerin saptanmas: izleyecektir. Son olarakta immobilize enzimlerin kinetik
davraniglarini belirlemek amaci ile izlenen ySntem ele alinacaktur,

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Maddeler

Enzim immobilizasyonu amact ile tasiyici matriks olarak kullamlan polistiren
kiirecikler (cap: 100-300 pm) H.U. Kimya Miihendisligi Bolimi’ nde ¢oziicii
buharlastrma yéntemiyle {iretilmistir (Yenigiin, 1991). On denemelerde kullanilan
biiyitk caph (6.5 mm) polistiren kiirecikler Northumbria Biological LTD. (Ingiltere)
firmasindan temin edilmigtir. Polistiren kiireciklerin yiizey modifikasyonunda
kullanilan ana kimyasal poli(phe-lys), ¢apraz baglayici ajan glutaraldehit (%25 lik sulu
cozeltisi), immobilizasyonu gergeklestirilen ve kinetik ¢aligmalarda kullamilan invertaz
enzimi (E.C. 3.2.1.26) Sigma (A.B.D.) firmasindan, substrat olarak kullamlan
sakkaroz, BDH (Ingiltere), asetat tamponunun (pH 4.5) hazirlanmasinda kullamlan
asetik asit ve NaOH, Merck (Almanya) firmasindan temin edilmigtir. Invertazin tagiyict
ylizeye baglanmasini nicel olarak izlemek amaciyla, radyoaktif igaretleme yonteminde
kullanilan #mTc-perteknetat, Amersham (Ingiltere), SnCI,.2H,0, NaOH, Merck
(Almanya) ve igaretlemenin kalite kontroliinde kullanilan Gelman ITLC-SG geritler,
Gelman Scientific Corp. (ABD), ¢dziicii olarak kullanilan aseton Merck (Almanya)
firmasindan temin edilmistir.

3.1.2. Kullanilan Gozeltilerin Hazirlanmasi

Poli(phe-lys) ¢ozeltisinin hazirlanigi: Poli(phe-lys) stok ¢ozeltisi 1 g/lt olacak sekilde
hazirlanmg, ¢ozelti buzdolabinda 4°C’ de depolanmig ve saklama stiresince mikrobiyal
ireme gozlenmemistir. Poli(phe-lys)’ in % 1.0, % 2.5 ve % 5.0 (v/v) lik sulu
¢ozeltiler, stok ¢ozelti kullanilarak hazirlanmugtur,
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Glutaraldehit ¢iozeltilerinin hazirlangy: Tastyici matriks ile enzim arasinda gapraz
baglayict ajan olarak kullamlan glutaraldehitin, % 1.0, % 2.0 ve % 5.0 (v/v)’ lik sulu
cozeltleri, glutaraldehitin %25 lik sulu ¢zeltisinden hazirlanmagtir.

Invertaz gizeltilerinin hazirlamgi: Deneylerde kullanilan invertaz, ekmek mayasi
(Bakers’ Yeast) kokenlidir ve protein igerifi % 25.7° dir (Kara, 1994). Etiket aktivitesi _
pH 45’ da ve 55°C’ de 500 iinite/dk/mg kat’ dir. Immobilizasyon ¢alismalarinda
kullanilan farkli derisimdeki (0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 10.0 mg/ml) invertaz ¢ozeltileri,
kullamlmadan hemen o&nce, gerekli miktarda enzimin tampon ¢ozelti iginde
kopiirtiilmeden karigtiriimasiyla hazirlanmagtr.

Kinetik ¢aligmalarda kullamilan, bir seri deney icin gerekli invertaz, 0.02 M pH 4.5’ luk
asetat tamponunda 2 mg/mi olacak sekilde magnetik karigtinicida, k6piirme olmadan 5
dk. slireyle kangtunlarak iyice ¢oziiliip her bir deneyde kullandacak miktar kadar
tiiplere ayrlarak, -25°C’ deki derin dondurucuda depolanmigtr. Enzim ¢bzeltisi
kullamlacag1 zaman, dondurucudan ¢ikanlan tiip, 25°C’ deki suya daldirilarak ¢ozelti
eritilip kullamlmugtir.

Sakkaroz ¢ozeltilerinin hazirlanigi: Sakkarozun 0.05, 0.1, 0.2, 0.3 ve 04 M
gozeltileri, 0.02 M pH 4.5" luk asetat tamponunda hazirlanir. Mikrobiyal gelismeye
engel olmak amactyla sakkaroz ¢ozeltileri giinliik hazirlanmgtir.

Tampon gozeltilerin hazirlanisi: Immobilizasyon calismalarinda kullamlan pH 6, 7 ve
g lik fosfat tampon ¢ozeltileri, 0.2 M’ Ik NaHpP04.2H20 ve NapHPO4.2H,0
¢Ozeltilerinin farkhi oranlarda kanstnimasiyla hazirlanmigtr. pH 3 ve 4.5’ luk asetat
tampon ¢Ozeltileri, NaOH ve CH3COOH farkli oranlarda kangturiimastyla
hazirlanmigtir (Altman and Dittmer, 1972).

Sakkarozun invertaz ile hidroliz kinetiginin incelenmesinde kullandan 0.02 M asetat
tamponu, 1 1t hacimde 1.6 gr NaOH ve 6.4 ml CH3COOH olacak sekilde hazirlanmig
ve pH 4.5 aayarlanmigtir.

3.2. Polistiren Yuzeylerin Karakterizasyonu

Polistiren ylizeylerin kimyasal Ozelliklerinin belirlenebilmesi amaciyla FTIR-ATR
spektrofotometresi (Shimatzu, FTIR8000, Japonya) ile ¢aligtlmigtir. Ancak, kullamilan
FTIR-ATR cihazimin yaklagk 10 pm’ den biyikk taneciklerin yiizey
karakterizasyonunu belirleyebilecek ek aksesuarimin olmamasindan dolays, polistiren
membranlar hazirlanmugtir. Polistiren kiirelerle aym yiizey ézelliklerine sahip polistiren
membranlarin hazirlanmasi igin "¢oziicti dokiim ydntemi" kullanitmistir Mutlu, 1983).
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Polistiren membran (retimi igin izlenen ytntem Sekil 3.1’ de sematik olarak
gosterilmis olup, Snemli basamaklar agafida 6zetlenmistir:

Cozelti haurlanmast: Polistiren ¢dzeltisi, ¢6ziici buharlagtuma yontemiyle iiretilen
polistiren tanecikler igin hazirlanan ¢tzeltiye benzer sekilde, 100 ml kloroform iginde

Kloroform _—‘L r— Polisitren

Cam Plaka - Polistiren Cozeltisi

Polimerik Film
Cekme Cihazt

,..

Polimer Cozeltisinin Film Halinde Cekilmesi

Vakum Etiivii

A LT AR S E AT E LIS LS LI

Polistiren
Cozeltisi

Kurutm
Polistiren Membranin Elde Edilmesi

Sekil 3.1. Polistiren membran iiretimi
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20 gr polistirenin (Petkim, Tiirkiye) 30 dakika stirekli kanigtinlmas: ile hazirlanmagtir.
Polistiren bu siire sonund_a tamamen ¢Oziinmii§ ve hava kabarciklarmin tamamen
uzaklagtirilmasi i¢in karigtrmaya bir siire daha diigiikk devirde devam edilmigtir.

Membran ¢ekme: Hazirlanan polistiren ¢6zeltisi, kalinh$1 yaklagik 30 pum olacak
sekilde ayarlanmig ince tabaka kromatografisinin haznesine hava kabarcif1 olmayacak
sekilde doldurulmugtur. Yiizeyi piiriizsiiz cam, kloroform ile temizlenmis ve ’
kromatograf bu yiizey iizerinde sabit hizda kaydinlarak polimer ¢bzeltisi bir film
halinde yayilmigtir,

Membrandan ¢iziiciiniin uzaklagtirumasi: Cam ylizey lizerindeki membran ile
birlikte sicakhift 40 °C ve basinct -100 mmHg olan vakumlu etiive yerlestirilmis, bu
ortamda 1 saat kalan membran, biinyesindeki kloroformu tamamen kaybetmis ve cam
yiizeyden kolaylikla ayrilabilmistir.

Coziici dokiim yontemi ile hazirlanan polistiren membran 1x2.5 cm boyutlarinda
kesilerek ATR iinitesindeki KRS-5 kristalinin her iki yiiziine yerlestirilmis ve ATR
tinitesinin 6l¢lim agis1 45° ye ayarlanarak 6l¢iim yapilmagtir.

3.3. Polistiren Yiizeylerin Poli(phe-lys) ile Modifikasyonu

Enzimlerin tagiyict yiizeye kovalent baglama yontemi ile immobilizasyonunda en
yaygin kullanilan fonksiyonel gruplardan biri amino grubudur. Polistiren kiireciklerin
ylizeyini amino gruplari ile zenginlestirmek amaciyla kullamlan poli(phe-lys),
fenilalanin ve lizinin bir kopolimeri olup fenilalanin/lizin oram yaklagik 1’ dir.
Polistiren ylizeylerin poli(phe-lys) ile modifikasyonu su sekilde gerceklestirilmistir:

- Cozilicli buharlagtirma ydntemi ile hazirlanan 150-250 pm biiytikltigiindeki
polistiren kiireciklerden 1 gr alinarak ultrasonik banyoda 1 saat (Bransonic,
ABD) yikama iglemi yapiimagtir,

- Poli(phe-lys)’ in farkli derigimlerdeki sulu ¢ozeltileri, stok ¢ozelti kullanilarak
% 0.010, % 0.025 ve % 0.050 (w/v) olacak sekilde hazirlanmig, 100 ml
poli(phe-lys) ¢ozeltisine ilave edilen 1 g agirhfindaki polistiren kiireler, 25°C’
de, siirekli karigtirma ortaminda 24 saat siire ile etkilesime birakilmigtir.

- Adsorptif kaplama iglemi tamamlandiktan sonra ¢Ozeltiden siiziilen kiireler
0.15 M Na(l ¢ozeltsi ile yikamp distile su ile durulanmig ve kiirecikler
glutaraldehit ile etkilesime hazr hale getirilmigtir.

- Poli(phe-lys)’ in yiizeydeki varliginin etkisini kontrol etmek amaciyla poli(phe-
lys) icermeyen kiirelerde ayn iglemlerden gegirilmistir.
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3.3.1. Poli(Phe-Lys) ile Kaplanmig Polistiren Yiizeylerin Karakterizasyonu

Poli(phe-lys) ile kaplanan polistiren yiizeylerin kimyasal yapisi, FTIR-ATR
spcktroskdpik teknigi kullantlarak belirlenmigtir. Bu arriagla, ylizeyi poli(phe-lys) ile
kaplanmig polistiren kiireciklerin ATR spektrumlari, FTIR-ATR spektrofotometresi
(Shimadzu, FTIR8000, Japonya) kullanilarak alinmigtir. Ancak Boliim 3.2° de verilen
problem burada da gegerli oldufundan, aym béliimde hazirlama yontemi anlatlan
polistiren membranlar {izerine, Boliim 3.3’ de verilen ySntem uygulanarak poli(phe-
lys) ile kaplama iglemi gerceklestirilmistir. Yiizeyi poli(phe-lys) ile kaph polistiren
membran 1x2.5 cm boyutlarinda kesilerek ATR tinitesindeki KRS-5 kristalinin her iki
yliziine yerlestirilmis ve &l¢lim i¢in ATR iinitesinin Sl¢lim agis1 45° ye ayarlanmugtir,

Ayrica, poli(phe-lys)’ in toz halindeki yapisiiin FTIR spektrofotometrisi ile analiz, toz
poli(phe-lys)’ in KBr ile kangtinlip tablet haline getirilmesi ve cihazin FTIR
konumunda ¢alistirilmasi ile gergeklestirilmigtir.

3.4. Modifiye Polistiren Y{zeylerin Glutaraldehit ile Aktivasyonu

Tagiyic1 ylizey ile enzim arasinda capraz baglayict ajan olarak glutaraldehit
kullanilmigtir. Poli(phe-lys) ile modifiye edilmis polistiren kiirecikler, glutaraldehitin %
1.0, % 2.0 ve % 5.0 (v/v) lik gﬁzeltileﬁ ile 25°C’ de, 24 saat siire ile etkilegmeye
brrakilmiglardir. Etkilesim siiresi sonucunda ¢6zeltiden alinan polistiren kiirecikler 0.15
M NaCl ¢ozeltisi ile yikanip distile suyla durulandiktan sonra enzim baglama iglemi
icin hazir hale getirilmiglerdir. '

3.5. invertazin Radyoaktif isaretlenmesi )

Poli(phe-lys) ile modifiye edilen polistiren kiireciklerin yiizeyine immobilize edilen
enzim miktaim nicel olarak tespit etmek amactyla, invertaz %™Tc-pertcknetat
(Amersham, Ingiltere) ile igaretlenmistir. Yapilan tiim radyoaktif isaretlemelerden
sonra, igaretlemenin kalite kontrolii yapimug ve isaretli enzimlerin aktivitesinin
ortamdaki toplam aktiviteye orami saptanmigur (Ercan, 1976). Bu béliimde, ®™Tc-
perteknetat kullanilarak gerceklestirilen invertazin isaretleme teknigi ve kalite kontrol
yOntemi anlatimagtir.

99mTc-perteknetat eldesi: ®™Tc-perteknetat jenerator adi verilen aliiminyum oksit
kolona absorplanan *Molibden’in iizerinden % 0.9’ luk NaCI ¢dzeltisinin gegirilmesi
ile elde edilmektedir. Bu yikama iglemi sonucunda ®™Tc-perteknetat’ m olusmug
aktivitesinin % 90-95 ’i NaCl ¢ozeltisine gegmektedir. Asagidaki mekanizma,
jeneratdriin hazirlanma, sagma ve gliriime basamaklarini igermektedir.
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67 saat 6 saat 21.10°
%Mo (1,7) ——— Mo ——— P*T¢ ——— 9=Tc ——— PRu
(kararl) _ (kararly)

Mekanizmanin birinci basamagmda, kararlh %*Molibden, 2*®*Uranyum reaktdriinde
notron bombardimani ile ®Molibdene doniigtiiriilmektedir. Daha sonra aliiminyum -
oksit kolona adsorplanan “Molibden’in, giiriimesi sirasinda suda ¢Oziinebilen
#¥mTeknisyun meydana gelmektedir. Nikleer up ve gesitli deneysel c¢aligmalarda
kullanilan #™Tc-perteknetat bu agamada jeneratdrden sagimakta ve cesitli amaglar
icin tiiketilmektedir (Saha, 1984).

9mTc-Invertaz haurlama yéntemi: Invertaz immobilizasyonunda, modifiye polistiren
yiizeylerde immobilizasyon veriminin belirlenebilmesi i¢in invertaz, ®™Tc-perteknetat
kullanilarak, agagida verilen y6ntemle isaretlenmistir (Richards and Atkins, 1967):

- 20 mg invertaz, 2 ml distile suda ¢oziiliir.

- Kullanmadan hemen &nce, ayn bir sisede 10 mg SnClI.2H70, 10 ml distile
suda ¢oziiliir.

- SnClI».2H70 ¢ozeltisinden 0.5 ml alinarak, invertaz ¢6zeltisine ilave edilir.

- pH, 0.5 N NaOH ile 7’ ye ayarlanur.

- Igine yaklagik 20 mCi *™Tc-perteknetat ilave edilir ve 20 dakika bekletilir.

-Tepkime tamamlandiktan sonra radyoaktif isaretlemenin kalite kontrolii yapilir.

3.5.1. Radyoaktif igaretlenmis Enzimlerde Kalite Kontrolii

Radyoaktif olarak igaretlenmis maddelerin isaretlenme derecelerinin saptanmasi
amaciyla her igaretleme igleminden sonra yapilan kalite kontrol yontemi asagida
6zetlenmistir (Ercan, 1976):

- Ince tabaka kromotografi havuzu uygun bir ¢&ziicti ile doldurulur. Bu ¢oziicii
genellikle yiiksek buhar basingli bir sividir. Cahgmada aseton kullamlmugtir.

- Gelman ITLC-SG seridinin alt boliimiine (alttan 2-3 cm) 1 damla igaretlenmis
invertaz ¢tzeltisinden damlatir,

- Seridin alt kismu havuza yerlestirilir, ¢6ziicii serit boyunca yiikselmeye birakilir,

- Seridin tamamu ¢ziicii ile 1slaninca banyodan gikartilir ve kurumaya birakilir.

- ¥mTc-invertaz geridin alt kisimlarinda kalirken, serbest ®™Tc-perteknetat serit
boyunca ylikselir. Serit ortadan ikiye béliiniir ve ayn ayr gama sintilasyon
cihazinda sayilir.

- Ust kisim ve alt kisim sayimlan toplamr, alt kisim sayimi toplam sayima
oranlanir. Cikan sonug¢ % olarak isaretlemenin derecesini verir.
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3.6. Modifiye Polistiren Yiizeylerde invertaz immobilizasyonu

Enzimlerin kovalent baglanmasinda tagiyic1 yiizey ile enzim arasindaki tepkimeye etki
eden parametrelerin baginda pH ve sicaklik gelmektedir (Pitcher, 1980). Invertazin
kovalent baglama yOntemi ile immobilizasyonunda polistiren yiizey ile invertaz
arasindaki tepkimeye pH ve sicaklifm etkisi incelenmis, saptanan optimum pH ve -
sicaklikta farkh baglangi¢ invertaz derigimlerinin etkisi aragtirilmagtir,

pH’ nin etkisi: Immobilizasyon islemine pH’ nin etkisini ara§t1rmak amaciyla pH 3,
4.5, 6, 7 ve 8 de deneyler yapumgtir. Deneylerde sicakhk 25°C’ de ve invertaz
derigimi 1 mg/ml’ de sabit tutulmugtur. Kullanilan polistiren kiirecikler % 0.01 (w/v)
poli(phe-lys) ve % 2 (v/v) glutaraldehit ile modifiye edilmiglerdir.

Sweakhgin etkisi: Baglanmaya sicaklifin etkisini aragurmak amaciyla 4, 25 ve 35°C’
de immobilizasyon denéyleri gergeklestirilmigtir. Bu deneylerde pH 4.5° ta, invertaz
derisimi 1 mg/ml’ de sabit tutulmugtur. Kullamlan polistiren kiirecikler % 0.01 (w/v)
poli(phe-lys) ve % 2 (v/v) glutaraldehit ile modifiye edilmislerdir.

Baglangic enzim derisiminin etkisi: Enzimin polistiren yiizeye immobilizasyon
miktarinin saptanmasim amaglayan bu asamada farkli baglangi¢ derigimlerindeki (0.5,
1.0, 2.0, 5.0, 10.0 mg/ml) invertaz, pH 4.5’ luk asetat tamponunda, oda sicaklifinda
hazirlanmigtir. Yikama igleminden gegirilen kiirecikler 100 ml hacmindeki isaretli
invertaz ¢Yzeltisi icerisinde 24 saat bekletilmistir. 24 saat olarak diigiiniilen denge
etkilesim siiresi sonunda kiirecik yiizeyindeki aktivite gama sintilasyon cihazinda
sayilarak immobilize edilen invertaz miktan saptanmagtir. Kiirecik yﬁzéyindeki aktivite,
baglangi¢ aktivitesine oranlanarak immobilizasyon verimi bulunmug ve farkli baglangig
invertaz derigimlerinde ylizeye ne kadar invertaz baglandifi hesaplanmigur. Bu grup
deneyler onceki agamada optimum olarak tespit edilen 25°C’ de ve pH 4.5’ da
gergeklegtirilmistir.

3.7. Sakkarozun invertaz ile Hidroliz Kinetiginin incelenmesi

Serbest invertazin ve immobilize invertazin sakkarozu hidroliz kinetigi kesikli bir
diizenekte optimum pH 4.5, optimum sicaklik 55°C’ de incelenmigtir (Bas¢i, 1985).
Karigtirma hizi, serbest invertaz sistemi i¢in 550 dev/dk ve immobilize invertaz sistemi
i¢in 1200 dev/dk’ da sabitlenmigtir.

3.7.1. Deney Dizenegi

Sakkarozun immobilize ve serbest invertaz ile hidrolizi tepkimesinde, kullanilan
diizenek Jekil 3.2’ de verilmigtir. Diizenek, kangtirma iz, pH ve sicakhifi kontrol



edilebilen standart tepkime kabindan olugmugtur. Tepkime kabi, agzi rodajh 150 ml.
kapasiteli, Pyrex® cam beherdir. Caligilan sicaklikta, 55 °C, buharlagma ile siv1 kaybim
engellemek amaciyla sizdirmaz kapak kullanidmus, sistem 6rnek almu diginda gevreye
kapatilmigtir. Sakkaroz ¢ézeltisini kanigtrmak amaciyla kullanilan diizenegi olusturan,
mil, pervane ve dort adet tampon levha paslanmaz gelikten yapilmigtir.

Sekil 3.2. Deney diizeneginin sematik goriinimii (1. Denetimli (on-off) sitic1, 2.
Kangtnicr motor, 3. Tepkime kabi, 4. Kangtirict pervane, 5. Tampon
levha, 6. Su banyosu, 7. Ornek alma yeri, 8. Termometre yeri)

3.7.2. Deneylerin Yapiligi

Immobilize ve serbest invertazin sakkarozu hidroliz tepkimesi, kesikli bir diizenekte
optimum pH 4.5, optimum sicaklik 55°C” de sakkaroz baglangi¢ derisimi 0.05-0.4 M
aralifinda, substrat derigiminin baglangi¢ tepkime hizina etkisi incelenmigtir. Tepkime
hizlarinin saptanmasi amaciyla, herbir farkli substrat derigiminde yapilan serbest ve
immobilize invertaza ait deneyler agagidaki sekilde gergeklestirilmigtir,

Tepkime hizlarimin saptanmasi: Secilen sakkaroz derigimi, pH 4.5’ luk 0.02 M asetat
tamponunda hazirlanmig ve tepkime kabi 100 ml sakkaroz ¢ozeltisi ile
doldurulmustur. Karigtiner motorun hizi, serbest invertaz denemelerinde 550 dev/dk,
immobilize invertaz denemelerinde ise yiizeydeki kiitle aktarim kisitlamasina engel
olmak amacryla 1200 dev/dk hizda sabitlenmistir. Sakkaroz ¢dzeltisi 55°C’ ye gelince,
serbest veya immobilize invertaz ortama eklenip tepkime baglatlmigtir. Tepkime
swrasinda belirli zaman araliklannda alinan Omekler mutorotasyon olayiun
tamamlanmasi igin bir gece buzdolabinda bekletilmigtir. Glikozun mutorotasyonu ile
ilgili ayninuh bilgi Ek 1’ de verilmistir. Mutorotasyon tamamlandiktan sonra Srneklerin
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D-glikoz derigimi (mg/dl), Glikoz Analizériinde (YSI Model 27, ABD) saptanmig ve
elde edilen D-glikoz derigim degerleri zamana kargi grafife gecirilerek baglangig
tepkime hiz1 (Lmol glikoz/dk/mg invertaz) hesaplanmigtir,

Caligilan 0.05, 0.1, 0.2, 0.3 ve 0.4 M sakkaroz derigimleri igin baglangi¢ tepkime iz
degerleri hesaplandiktan sonra Lineweaver-Burk dogrusu ¢izilmis ve bu dogrunun
egimi ve apsis kesim noktas:t kullandarak Michaelis-Menten sabiti ve muksimum
tepkime hiz1 hesaplanmigur (B6liim 2.1.4).

Invertazin deaktivasyonu: Enzimler tepkime sirasinda gesitli nedenlerden dolay:
zamanla aktivitelerini kaybederler. Sabit sicaklik ve pH’ da yiiriitiilen bir tepkimede,
cogunlukla enzim deaktvasyon hizi, aktif enzim derigimine bagh olarak iistel
deaktivasyon modeli ile agiklanir (B6lim 2.1.5).

Bu amagla kisitlayici olmayan 0.4 M substrat derisiminde, serbest ve immobilize
invertaz i¢in tepkime uzun zaman araliginda (120 dk) gerceklestirilmigtir. Herhangi bir
andaki tepkime hizinin baslangic tepkime hizina orami olarak tamimlanan enzim
aktivite degerleri, a, hesaplanmis ve enzim aktivitesinin logaritmasina karsi zaman
dogrusu ¢izilmigtir. Dogrunun egiminden deaktivasyon sabiti, kg, {istel deaktivasyon
modelinden yararlanarak da (Eg. 2.15) serbest ve immobilize invertaz igin aktivite yart
Omrii hesaplanmastir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan ¢aligmada, tasiyic1 matriks olarak kullamilan polistiren kiireciklerin yiizeyleri
amino gruplaninca zenginlestirilmek {izere poli(phe-lys) ile modifiye edilmis ve model
enzim olarak secilen invertaz, polistiren ylizeylere glutaraldehit yardumiyla kovalent
baglama yontemi ile immobilize edilmigtir. Daha sonra serbest invertazin aktivitesi ile
immobilize invertazin aktivitesi kargilagtirmal olarak test edilmistir. Bu boliimde, &nce
polistiren tagiyict matriks tamtilmig ve yiizey Ozelliklerinin belidlenmesiyle ilgili
caligmalarin  sonuglart sunulmustur. Daha sonra modifiye yiizeylerin enzim
immobilizasyon performanslarinin belirlenmesi ile ilgili c¢aligmalarin  sonuglar
tarigllmigtir. Son bolimde de serbest ve immobilize enzimin kinetik &zelliklerini
belirleyen ¢caligmalarin sonuglari yer almigtir.

4.1 Polistiren Ylzeylerin FTIR-ATR Teknigi ile Tanimlanmasi

(Calismamn bu boliimiinde, yiizey kimyasal yapisimn analizi amaci ile hazirlanan
polistiren membranlarnin ATR-FTIR spektrumlan gekilmigtir. Bilindigi gibi infrared
(IR) spektroskopisi ile yapidaki farkli kimyasal baglarin dénme, titresim ve egilme
hareketleri ile ortaya ¢ikan farkh enerji seviyeleri belirlenmekte, bdylece kimyasal yapi
tanimlanabilmektedir. Baz1 polimerik ya;iﬂann kimyasal baflarina ait enerji seviyeleri
Ek 2’ de verilmigtir. ATR atagmani kullamldif1 durumda ise 5 pm derinlife kadar
yiizey analizi yapmak miimkiin olmaktadir (Ewing, 1975).

Bu ¢aligmada kullanilan polistirenin kimyasal yapisi Sekil 4.1’ de gériilmektedir. Stiren,
benzen ve etilenin birlesmesiyle elde edilen ve bir ¢ok monomerle kopolimer
olugturma yetenegine sahip bir maddedir (Boyer, 1970). Stiren polimer grubu
tiyelerinden olan polistiren, g¢esitli polimerizasyon teknikleriyle iiretilebilir (Alger,
1989).

~—CH—CH—|—
n

Sekil 4.1. Polistirenin yapist
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Sekil 4.1’ deki bilesim g6z oniine alinarak literatiirden polistiren yapisim karakterize
eden ve ATR-FTIR degerlendirmesi agisindan 6nemli baz: gruplar ile ilgili spektral
bolgeler segilmis ve bunlar Cizelge 4.1’ de verilmigtir (Krause et al., 1983). Hazirlanan
polistiren membran Omeginin Sekil 4.2’ de gorilen ATR-FTIR spektrumu bu
cizelgeye dayanarak degerlendirilmigtir.

Cizelge 4.1. Polistiren yapisinda bulunan temel gruplar ve ilgili spektral bolgeler

Fonksiyonel grup titresim tiirii Dalga Sayisi (cm-1)
Mono substituted aromatik (2 band) 700-750
Aromatik C=C (2 band) 1500-1600
Alifatik C-H (2 band) 2800-3000
Aromatik C-H 3000-3100

Cizelge 4.1° de goriildiigli gibi, polistiren igin belirleyici pikler; swrasiyla ana zincire
bagl: aromatik grup, aromatik yapidaki C=C ve C-H titresimleri ve alifatik yapidaki C-
H titresimidir. Sekil 4.2’ de, hazirlanan polistiren membrana ait ATR-FTIR spektrumu
goriilmektedir. Sekilde goriildiigli gibi,- polistiren i¢in belirleyici pikler olan, ana
zincire bagh aromatik yapi ile aromatik yapidaki C=C ve C-H titresimlerine ait pikler

4100.0
Aromatik \Allfotik
C-H C-H {2 band)
x
<
(7]
z
‘o J
LT)
] .
° Aromatik .
& C=C (2 band)
Mono substituted u
Aromatix {2 band) &
4600.0 4000.0 2000.0 1500.0 1000.0 4£00.0
Dalga sayisi (em-))

Sekil 4.2. Calismada kullamlan polistirenin (Petkim, Tiirkiye) ATR-FTIR spektrumu
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Sekil 4.3. Ticari bir polistirenin ATR-FTIR spektrumu (Krause, 1983)

ve polistiren zinciri ana yapisindaki alifatik C-H titregimine ait pik, sirasiyla 700-750,
1450-1500, 3000-3100 ve 2800-3000 cm™ dalga sayis1 araliginda belirlenmistir. Sekil
4.3’ de literatiirden alinan, ticari bir polistirene ait spektrum goriilmektedir. Petkim’
den temin edilerek bu caliymada kullanlan ve Sekil 4.2° de verilen polistiren -
spektrumu ile Sekil 4.3 karsilastinldifinda, her iki spektruma ait piklerin biiyiik bir
benzerlik gosterdifi, laboratuvarda hazirlanan polistirenin yapisinda herhangi bir
degisikligin veya fonksiyonel gruplarda yonlenmelerin olmadig gdzlenmistir.

4.2, Polistiren Yizeylerin Poli(phe-lys) ile Modifikasyonu

Enzim immobilizasyonu amaci ile ¢ziicti buharlagtuma yontemiyle laboratuvarda
hazirlanan polistiren kiireciklerin (¢ap: 100-300 pm) ve 6n denemelerde kullanilan
polistiren kiireciklerin (¢ap: 6.5 mm) yiizeyleri, amino gruplar ile zenginlegtirilmek
amactyla, poli(phe-lys) ile iglenmistir. Poli(phe-lys), fenilalanin (Phe) ve lizin (Lys)
amino asitlerinin bir kopolimeridir. Fenilalanin (c-amino-f3-fenilpropiyonik asit) ve
lizinin (0i-e-diaminobeksanoik asit) kimyasal yapisi Sekil 4.4’ de verilmistir.

Fenilalanin Lizin
Hy
@—CHz—q—COOH GH, — CH, — CH, —CH, — CH — COOH
H NH, NH,

Poli{phe-lys]}

Sekil 4.4. Fenilalanin, lizin ve poli(phe-lys)’ in kimyasal yapis1
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Sekilden de goriildiigii gibi, fenilalanin ve lizin, diger amino asitler gibi yapilaninda
aym karbona bagh bir karboksil (-COOH), bir de amino (-NH2) grubuna sahiptirler.
Aromatik amino asitlerden olan fenilalaninin yapisinda, metil grubuna baglanmig bir
fenil halkasi bulunur. Bazik amino asitlerden olan lizin ise, alifatik zincirinde e-NHp
grubu ile pozitif yiike sahiptir. Bu iki amino asit birbirine peptit bagi olugturarak
baglanir ve (n) kadar amino asitten olugan polipeptit zincirinde (n-1) kadar da peptit
bag: bulunur. Peptit bag1 yapimina, bir amino asidin karboksil grubu ile diger araino
asidin amino grubu katilmaktadir. Poli(phe-lys), kondenzasyon polimerizasyonu
olusum mekanizmasina uygun olarak olusur (Pigskin, 1987). Buna gore karboksil
grubundan bir (-OH) ile amino grubundan bir (-H) birlesmekte ve bir mol su ¢ikmasi
sonucu peptit ba1 olugmaktadir. Poly(phe-lys) yapisini olugturan fenilalanin ve lizinin
peptit bagi ile baglanarak olusturdugu polipeptitin kimyasal yapisi Sekil 4.1’ de
verilmigtir,

Poli(phe-lys)’ in polistiren yiizeylere baglanma mekanizmasim su gekilde agiklamak
miimkiindiir: Aminoasitler ve iist grubu olan proteinler, ortam gartlarina bagh olarak
ylizeylere yiiksek oranda adsorplanma egilimi gosterirler (Brash ve Horbett, 1981). Bu
calismada yiizey modifikasyonu amaciyla kullanilan ve temelde protein yapisinda
bulunan poli(phe-lys)’ in de polistiren yiizeylere adsorptif kuvvetlerle baglandigs
sOylenebilir. Boliim 2.3.1° de adsorpsiyon olayiun mekanizmasindan ve adsorpsiyon
cesitlerinden bahsedilmistir. '

Immobilize enzim proseslerinin, genelde siirekli {iretime doniikk ve kullanilan
reaktorlerin akig dinamikleri dolayisi ile yaratilan tiirbulansdan dogrudan etkilenen
yapisi g0z Oniinde bulundurulursa, adsorpif kuvvetlerle bagh bir yiizey
modifikasyonunun bu amaca uygun olmadif: diisiiniilebilir. Fakat, polistiren kiirelerin
poli(phe-lys) ile etkilesimi iglemi tamamlamp, taneciklerin yiiksek devirli mekanik
karigtirma ortaminda (1100 rpm) 16 saat bekletilmesinden sonra ¢ozeltiden alinan
Orneklerde, poli(phe-lys)’ in yiizeyden uzaklagsmadigi, 280 nm dalga boyunda yapilan
spektrofotometrik &lglimlerle gosterilmigtir. Bu durum, poli(phe-lys) adsorpsiyonunun
kemisorpsiyon (B&liim 2.3.1) seklinde gergeklestigini g&stermekte, yapimn 16 saatlik
mekanik etkilere dayanmasi ile de kararli bir yiizey modifikasyonu saflandif
anlagiimaktadir,

Poli(phe-lys)’ in yapisini olugturan lizin ve fenilalaninden ozellikle lizin kovalent baB
tepkimelerinde daha fazla kullanilir. Proteinlerin yapisinda bulunan amino asitlerden
bazilannin  kovalent baglanma tepkimelerinde kullanilabilitligi Cizelge 42’ de
verilmigtir (Chaplin and Bucke, 1990).
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Cizelge 4.2. Kovalent baglanma i¢in amino asitlerin bagil kullandabilirligi

Amino asit Bag Bap stabilitesi | Kullamm
olusturma
yetenegi
Arjinin + + -
Histidin + + +
Lizin ++ ++ ++
Methionin - - -
Serin ++ + +
Sistein - - -
Threonin ++ + +
Triptofan - + +
Tirozin + + +

++, +, +, - igaretleri yiiksekten diiglige dogru verilmigtir.

Cizelgeden de anlagilaca$: gibi lizin .difer amino asitlere gore kovalent bag
olugturmaya daha e§ilimli bir amino asittir. Polistiren yiizeyler, poli(phe-lys) ile
kaplandiktan sonra enzimi ylizeye immobilize etmek i¢in kullanilan glutaraldehitin
ylizeye baglanmasinin, lizinin varlifinda daha da kolaylastigim s6yleyebiliriz.

4.3. Poli(Phe-Lys) ile Kaplanmig Polistiren Yiizeylerin FTIR-ATR Teknigi ile

Tanimlanmasi

Caligmanuin bu béliimiinde, ylizey kimyasal yapisinin analizi amaciyla poli(phe-lys) ile
kaplanan polistiren membranlarin ATR-FTIR spektrumlan cekilmigtir. Bu ¢aligmada
kullanilan poli(phe-lys)” in yapis1 Sekil 4.2’ de goriilmektedir. Bu polimerik yaptya gore
poli(phe-lys)’ in yapisinda bulunan titregim tlirleri FTIR degerlendirmesi yapilarak
belirlenmistir. Poli(phe-lys)’ in Sekil 4.2’ deki bilegimi gdz 6niine alinarak literatiirden
poli(phe-lys) yapisinda bulunan FTIR yoniinden Snemli baz1 gruplar ile ilgili spektral
bolgeler secilmis ve bunlar Cizelge 4.3’ de verilmigtir (Krause et al.,1983). Hazirlanan
poli(phe-lys) &rneginin $Sekil 4.5’ de goriilen FTIR spektrumu bu ¢izelgeye dayanarak
degerlendirilmigtir.

Cizelge 4.3’ de goriildiigii gibi, poli(phe-lys) i¢in belirleyici pikler; sirasiyla ana zincire
bagh bir aromatik grup, amid yapidaki O=C-H, alifatik yapidaki C-H ve amin yapidaki
N-H titregsimlerine ait piklerdir. Sekil 4.5’ de, poli(phe-lys)’ e ait FTIR spektrumu
goriilmektedir. Poli(phe-lys) igin belirleyici pikler olan, ana zincire baglht bir aromatik



41

grup, amid yapidaki O=C-H, alifatik yapidaki C-H ve amin yapidaki N-H titresimlerine
ait pikler, swrastyla 700-750, 1500-1650, 2900-3100 ve 3400-3500 cm™! dalga sayisi
aralifinda, Sekil 4.5’ de de belirlendigi gibi goriilmektedir.

Cizelge 4.3. Poli(phe-lys) yapisinda bulunan temel gruplar ve ilgili spektral bélgeler

Fonksiyonel grup titresim tiirii Dalga Sayis1 (cm-1)
Mono substituted aromatik (2 band) 700-750
Amid O=C-N (2 band) 1550-1650
Alifatik C-H (2 band) 2800-3000
Amin N-H 3250-3550
100.0
.;.f Mono substituted
“3 Aromatik {2 band)
Alitatik
/ _C-H (2band) JAmid
1 Amin i
N-H C-N (2 band)
46000 40000 20000 15000 10000 " 4000

Dalga sayisi (cm-1)

Sekil 4.5. Poli(phe-lys)’ in FTIR spektrumu

Poli(phe-lys) ile modifiye edilmis polistiren kiirelerin, yiizeylerinde olusan degisimi
gostermek amaci ile, polistiren ve poli(phe-lys) kaph polistiren yiizeylerden alnan
ATR-FTIR spektrumlan Sekil 4.6’ de verilmigtir. Sekilden de anlasilacadi gibi,
polistiren ve poli(phe-lys) ile kaplanan polistiren yiizeylere ait ATR-FTIR spektrumlart
kargilagtnldifinda belirgin degisiklikler gézlenmektedir. Bu degisiklikler siralanacak
olursa; (i) 3000-3100 dalga sayis1 araligindaki aromatik C-H titresimine ve 2800-3000
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dalga sayis1 aralifindaki alifatik C-H titregimine ait pikin azaldif1 gézlenmektedir. (i)
1450-1500 dalga sayisindaki aromatik C=C titregimine ait pik yiiksekliginde belirgin
sekilde azalma goriilmektedir. (iii) Polistireni karakterize eden ana zincire bagh
aromatik gruba ait 700-750 cm-1 dalga sayisi aralifindaki pikin yiiksekligi azalmus
olmakla birlikte poli(phe-lys) kaph yiizeyde de goriilmektedir. (iv) Ayrica polistiren
yiizeyinde yapiyr karakterize eden pikler diginda gorillen pik yiiksekliklerinin de
belirgin sekilde azaldifi goriilmektedir. Yiizeyi poli(phe-lys) ile modifiye edilmis
polistirene ait ATR-FTIR spektrumunda poli(phe-lys) yapisim karakterize eden N-H
bandlart belirgin sekilde goriilmemektedir. Bunun nedeni yiizey kaplanmasinda
kullamlan poli(phe-lys) derigiminin, yilizeyin ATR spektrumunun alinabilmesi icin
yeterli derisim degerinde olmamasi seklinde agiklanabilir,

1000 ¢

=
<
(1}
>
O
v
O
PS ylzey
) [, Polt (phe-lys) kaplt PS ylizey
’ T T T - T - T T T T -T
4600.0 4000.0 20000 1500.0 10000 400.0

Dalga sayrsi {cm™!)

Sekil 4.6. Polistiren ve poli(phe-lys) ile modifiye edilmis polistiren yiizeylerin
kargilagtirmali ATR-FTIR spektrumlan

4.4. Modifiye Ylizeylerin Glutaraldehit ile Aktivasyonu

Glutaraldehit, enzim immobilizasyon tekniklerinde yaygin olarak kullamlan, her iki
ucunda aktif aldehit gruplart bulunan, bu uglan ile amino gruplarina kargi yiksek
afinite gbsteren bir ¢apraz baglayicidir (Pitcher, 1980). Bu ¢ift fonksiyonlu aldehit,
serbest amino grubu tagiyan polimerler ile tepkime verir ve aldehit fonksiyonu igeren
bir matriks meydana getirir. Ancak glutaraldehit ile proteinler veya sentetik polimerler
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arasindaki tepkimenin mekanizmas: tam olarak bilinmemektedir. Bununla beraber
tepkimeyi karakterize etmek igin bazi yaklagmmlarda bulunulmugtur. Tepkime sulu
ortamda ve pH 5-9 araliginda gerceklesmekte ve tepkime hizi pH arttikga artmaktadir.
Genellikle pH 7 nin iizerinde gergeklesen modifikasyonlar geriye doniiglimsiiz
olmaktadir. Tepkime temel olarak protein {izerindeki amino gruplan ile
gerceklesmektedir (Goldstein and Manecke, 1976). Tagiyiciun 6n aktivasyonu oda -
sicaklifinda, % 10 (v/v) ve lizerindeki glutaraldehit derigimlerinde gerceklestirilirken
enzim varhfinda glutaraldehit derigimi % 0.01-1.0 (v/v) aralifinda tutulmakta ve
etkilegme siiresi 1-60 dk. arasinda degismektedir. Fakat yine de her tagtyici-enzim ¢ifti
icin optimal kogullar farklilik géstermektedir (Demain and Solomon, 1986).

Poli(phe-lys) ile modifiye edilmig, diger bir deyisle, yiizeyleri amino gruplarinca
zenginlestirilmig polistiren tanecikler, glutaraldehit ile aktif hale getirilmiglerdir. Enzim
ile polistiren kiirecikler arasinda baglanti ajami olarak kullamlan glutaraldehitin
yapisinda bulunan iki aldehit grubundan biri polistiren yiizeyindeki amino grubu ile
tepkimeye girerken, diger aldehit grubu ise enzim ile birlegir (Sekil 4.7).

f I I
H, + H-C~[CH,l3~C~H —=—= =CH—(CH,);—C-H + H,N—E)

Polistiren Glutarsldehit

Yiizeyi
Yiizey Aktivasyonu Enzim immobilizasyonu

1

=CH-[CH2]3—CH=N—®

immobilize Enzim

Sekil 4.7. Poli(phe-lys) ile modifiye edilmis polistiren yiizeylere glutaraldehit aracilif
ile enzim immobilizasyonu (Hartmeier, 1988)

Polistiren yiizeylerin aktivasyonunda kullanilan poli(phe-lys)’ in yapisim olusturan
aminoasitlerden biri olan lizinin e-NH2 grubu, aldehit ve ketonlarla kolayca tepkimeye
girme Ozellifine sahiptir (Goziikara, 1989). Fakat glutaraldehit-amino grubu
etkilesiminde dikkat edilmesi gereken Onemli bir husus, glutaraldehitin diigiik
miktarlarindaki kullaniminda yiizeylerde bulunan amino gruplanmn glutaraldehitin her
iki ucu ile baglanmasi, dolayisi ile enzim baglamak i¢in kullanima agik serbest aldehit




grubu kalma olasitifimn azalmasidir. Bu durum, hem yiizeyleri amino gruplarinca
zenginlestirilmig polistiren taneciklerin ve kullamlan kimyasallarnin ziyan olmasina, hem -
de ylizey aktivasyonunun gerceklestirilememesine neden olmaktadir. Bu duruma engel
olmak i¢in, yiizey amino grubu yogunlugunun saptanmasi ve stokiyometrik ihtiyagtan
bir kag¢ misli fazla glutaraldehit ile yiizeylerin etkilegtirilmesi (Mutlu et al., 1991) veya
dogrudan agin miktarda glutaraldehit ile yiizeylerin iglenmesi gerekmektedir. Bunlar -
diginda, glutaraldehit kullanimindaki bu problemi ¢6zmek igin yeni yOntemler
geligtirilmektedir (Chang-Zhi and Yao-Ting, 1989). Bu ¢aligma da ylizeylerin
glutaraldehit ile aktivasyonunda ikinci yol kullamlmig yani yiizeyler dogrudan agin
miktarda glutaraldehit ile iglenmigtir. Bununla ilgili deneysel sonuglar Boliim 4.6.2° de
verilmistir.

4.5. invertazin Radyoaktif izleyici ile isaretlenmesi

Modifiye polistiren ylizeyine invertaz immobilizasyonunu nicel olarak izleyebilmek
i¢cin #™Tc-perteknetat kullanarak invertaz radyoaktif olarak isaretlenmistir. Radyoaktif
isaretlemelerde invertaza ait isaretleme verimleri, her isaretlemeden sonra yapilan
kalite kontrol iglemi sonucunda %99 civarinda bulunmugtur. Radyoaktif igaretiemenin
% 99 gibi yiiksek oranlarda ¢ikmasindan dolayi, isaretleme ortaminda kalan % 1
civarindaki serbest *™Tc-perteknetatt ayirmak igin herhangi bir saflastrma islemine
gidilmemistir.

4.6. Polistiren Yiizeylerde invertaz immobilizasyonu

Polistiren kiireciklerin modifikasyonundan sonra invertaz, yiizeye kovalent baglama
yontemi ile immobilize edilmigtir. Yiizey immobilizasyonunun avantaji, enzim-substrat
etkilesimine diflizyon kisitlamasin, tagiyict materyal gevresinde yiiksek tiirbiilans
yaratimas: ile kolaylikla minimize edilebilmesidir. Bu durum, matriks i¢i tutuklama
yontemine gore avantaj saglamaktadir, Matriks i¢i immobilizasyon yonteminde
goriilen diflizyon kisitlamas), tagiyict materyalin i¢ yapisi tarafindan  kontrol
edilmektedir. Kovalent baglama yontemi ile enzim immobilizasyonunun olast
dezavantaji, enzimin konformasyonel yapisinin defismesi ve sterik engellemeler
dolayzst ile gériilebilecek aktivite kaybidir. Sterik engellemeler matriks yiizeyi-enzim
arasindaki bagin "spacer” ile uzatilmasiyla belli dlgiide giderilebilmektedir (Hartmeier,
1988).

Bu béliimde, poli(phe-lys) modifikasyonu ve glutaraldehit aktivasyonu sonucu enzim
immobilizasyonu i¢in hazirlanan polistiren yiizeylerde, invertaz immobilizasyonuna
etki eden parametreler tartigilmigtir. Bu parametreler, sirasiyla, baglangi¢ poli(phe-lys)
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derisiminin etkisi, baglangic glutaraldehit derisiminin etkisi, sicaklik ve pH gibi
fizikokimyasal parametreler ve baglangi¢ invertaz derigiminin etkisi olmak lizere dort
gruba ayrilmaktadir. Her bir parametre i¢in yapilan bir dizi 6n deneme sonucunda elde
edilen sonuglar arasinda maksimum invertaz immobilizasyon verimini veren degerler
agagidaki béliimlerde incelenmigtir.

4.6.1. Poli(phe-lys) Derigiminin Etkisi

Enzimlerin tagiyict yiizeye kovalent baglanma tepkimelerinde en yaygin kullamlan
fonksiyonel gruplardan biri de amino gruplaridir. Polistiren yiizeylerin amino gruplarn
ile zenginlegtirilmesi amaciyla yiizeyler poli(phe-lys) ile aktive edilmistir. Bu amagla
poli(phe-lys)’ in % 0.000, % 0.010, % 0.025 ve % 0.050’ lik (w/v) derigimleri ile
etkilegtirilen yiizeylerdeki enzim immobilizasyon verimleri Cizelge 4.4’ de verilmigtir.

Cizelge 4.4. Yiizey modifikasyonunda kullanilan poli(phe-lys) derisiminin invertaz
immobilizasyon verimine etkisi (T: 25°C, pH: 4.5, Glutaraldehit
Derisimi: % 2.0 (v/v), Baslangi¢ Invertaz Derigimi: 1.0 mg/ml)

Poli(phe-lys) Miktar Immobilizasyon Verimi
Do (W/v) - %
0.000 0.2
0.010 237
0.025 - 19.3
0.050 15.3

Cizelge 44’ den de anlagilacap:i gibi, poli(phe-lys) ile islem gormemis polistiren
ylizeylere invertaz immobilizasyonu hemen hemen miimkiin olamamaktadir. Yiizeyler
diger aktivasyon iglemlerinden ge¢mesine ve immobilizasyon optimum g¢ahigma
kogullarinda gergeklestirilmesine ragmen polistiren yiizeylerde immobilizasyon verimi

ancak % 0.2 civaninda olmustur.

Poli(phe-lys)’ in artan baglangic modifikasyon derisimlerinde, enzim immobilizasyon
verimi hizh bir sekilde artiy gostermig, fakat belli bir derisim degerinden sonra
diismeye baglamistir. Bu durum, yiizeyin tagiyabilece$i enzim miktarinin bir iist sin
oldugunun gostergesidir. Yiizeye baglanan enzim miktanimin bir plato degerine
ulagmayip belirli bir degerden sonra azalmasi, yiiksek poli(phe-lys) baglangi¢
derigimlerinde goriilen sterik engellemelerdir. Bu durum su sekilde agiklanabilir:
Baslangi¢ poli(phe-lys) derigimi arttik¢a, poli(phe-lys) molekiillerinin biraraya gelerek
kolloidal yap1 olugturmasi sonucu polistiren yiizeyine baglanan poli(phe-lys)



molekiillerinin sayist azalwr, bu da poli(phe-lys) molekiiliine baglanan glutaraldehit
miktarimn ve dolayisi ile baglanan enzim miktarinin azalmasina sebep olur.

Bu bulgular dogrultusunda, polistiren yiizeyine invertaz immobilizasyonu igin
optimum poli(phe-lys) baslangi¢ derisimi % 0.01 (w/v) olarak bulunmusgtur.

4.6.2. Glutaraldehit Derigiminin Etkisi

Poli(phe-lys) ile modifiye edilmig, difer bir deyisle, yiizeyleri amino gruplarinca
zenginlestirilmig polistiren tanecikler, glutaraldehitin % 1, % 2 ve % 5’ lik (v/v)
gozeltileri ile aktif hale getirilmiglerdir. Glutaraldehitin % 1, % 2 ve % 5 lik (v/v)
derigimleri kullanidarak aktive edilen yiizeylerdeki enzim immobilizasyon verimleri
Cizelge 4.5’ de verilmigtir.

Cizelge 4.5. Yiizey modifikasyonunda kullanilan glutaraldehit derigsiminin enzim
immobilizasyon verimine etkisi (T: 25°C, pH: 4.5, Poli(phe-lys)
Derigimi: % 0.01 (w/v), Baglangig Invertaz Derigimi: 1.0 mg/ml)

Glutaraldehit Miktari Immobilizasyon Verimi
D% (vIv) mM %
1 2.5 ' 7.1
2 5.0 23.7
5 12.5 12.5

Cizelge 4.5 'de goriildiigd gibi, %1 (v/v) glutaraldehit baglangi¢ derigimi ile aktive
edilen ylizeylerdeki invertaz immobilizasyon verimi % 7.1 iken, glutaraldehit
derigiminin % 2 (v/v) seviyesine arturilmasi ile verim % 23.7° ye yiikselmektedir. Bu
durumu su sekilde agiklamak miimkiindiir. Glutaraldehitin diigikk derisimlerinde
ylizeylerde bulunan amino gruplanmn glutaraldehitin her iki ucu ile baglanmasi,
dolayist ile enzim baglamak i¢in kullanima agik serbest aldehit grubu kalma olasiliginin
azalmas: durumundan Bolim 4.4’ de bahsedilmigti. Diigiik derigimlerde goriilen bu
durum, hem modifiye polistiren yiizeylerdeki amino gruplanmn fonksiyonlarin
engellemekte, hem de enzim ile bag yapacak ortamm yaratimasim kisitlamaktadur.
Fakat ortamdaki glutaraldehit derigimi arttikga, modifiye polistiren yiizeyle
glutaraldehit etkilesimi daha yofun olmakta, bu yogunluk dolayis1 ile aldehit
gruplanindan biri yiizeydeki amino grubu ile birlegirken diger aldehit grubu geriye
donerek ylizeydeki bir difer amino grubu ile birlesmeye firsat bulamamaktadir. Bu
nedenledir ki genellikle amino gruplan iizerinden glutaraldehit ile gergeklestirilen
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aktivasyon iglemlerinde, glutaraldehit derigimi amino gruplarna gére stokiyometrik
ihtiyacin bir ka¢ misli lizerinde kullamldig: literatiirde bildirilmigtir (Hartmeier, 1988).

Glutaraldehit baglangi¢ derigimi ile artan invertaz immobilizasyon veriminin, yiizeydeki
tiim amino gruplann, glutaraldehitin yapisindaki aldehitlerden bid ile baglanip digeri
ile enzim baglanmasina hazir hale gelmesi sonucu, bir plato deferine ulasilmasi
beklenen bir gelismedir. Ancak artan baglangig glutaraldehit derigimi ile artis gdsteren
verim, glutaraldehitin % 5 lik baglangic derisiminden sonra diigme egilimi
gostermigtir. Bu durum ise beklenen genel egiliminin tersine bir sonugtur. Bu ters
durum, yiizey modifikasyonunun 6zelligi ile agiklanabilir. Poli(phe-lys), fenilalanin ve
lizinin bir kopolimeri olup biiyiik molekiiler yaptya sahip bir proteindir. Béliim 4.2° de
agiklandif1 gibi poli(phe-lys), yilksek adsorplanma Gzelligine sahiptir ve polistiren
ylizeye kemisorpsiyon ile baglanmigtir. Bu biiyiik molekiile glutaraldehitin de, amino
gruplan ilizerinden kovalent baglanmasmn diginda belli oranda adsorplanmast séz
konusu olabilir. Bu adsorplanma egilimi, difer bir deyisle secici olmayan baglanma
(non-specific binding) artan glutaraldehit baglangi¢ derigimi ile artar. Deneysel
calismalar boliimiinde anlatildifi gibi, glutaraldehit ile aktivasyon iglemi sonucu
polistiren kiireler iyice yikanmasina rafmen yiiksek glutaraldehit derigimlerinde
yiizeydeki secici olmayan baglanma tamamen giderilemeyebilir. Bu durumda, ylizeye
adsorplanan glutaraldehit molekiiliindeki aldehit gruplarimin ortamdaki serbest
invertazin amino gruplarina afinitesi dolayisiyla yiizeyden ayrilip serbest invertaza
capraz baBlarla balanabilirler. Bu durum ise yiizeye baflanma olasiifi olan
enzimlerin yiizey diginda da glutaraldehit ile baglandigint ve poli(phe-lys) ile modifiye
edilmig polistiren ylizeylerdeki invertaz immobilizasyon verimini diiglirme nedenini
agiklamaktadir.

Bu bulgular dogrultusunda, poli(phe-lys) ile modifiye edilmig polistiren yiizeylere
invertaz immobilizasyonu i¢in optimum glutaraldehit baglangic derisimi % 2 (v/v)
olarak saptanmugtir.

4.6.3. Fizikokimyasal Parametrelerin Etkisi

Sicakligin etkisi: Invertaz immobilizasyonuna sicaklifin etkisini aragtirmak amact ile
deneyler 4, 25 ve 35°C’ de gergeklestirilmis ve bu deneylere ait sonuglar Cizelge 4.6’
da verilmigtir. Cizelgeden de anlagilacag: gibi, belli bir sicaklik degerine kadar artan
enzim immobilizasyon verimi, 25°C’ den sonra diismeye baglamigtir. Bu sicakhk,
¢ahismanin diger boliimlerinde gergeklestirilen enzim immobilizasyon deneylerinde
kullanilmugtar.
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Cizelge 4.6. Enzim immobilizasyonuna sicakhigin etkisi (pH: 4.5, Poli(phe-lys)
Derigimi: % 0.01 (w/v), Glutaraldehit Derigimi: % 2 (v/v), Baslangi¢
Invertaz Derisimi: 1.0 mg/ml)

Sicaklik, °C Immobilizasyon Verimi , %
4 7.4
25 23.7
35 5.6

Cizelge 4.6 ’da goriildiigii gibi, 4°C’ de immobilizasyon verimi % 7.40 seviyesinde
iken, bu deger sicakligin 25°C’ ye gikmastyla % 23.67° ye yiikselmis, ancak sicaklidin
35°C’ ye yiikselmesi ile verim % 5.57’ ye diigmiigtiir. Immobilizasyon veriminin, oda
sicakhigina kadar (25°C) sicaklikla artmasi beklenen bir durumken, 35°C gibi
enzimatik aktivite i¢in yiiksek olmayan bir sicaklikta beklenmeyen diisiigiinii poly(phe-
lys)’ in denatiirasyonuyla agiklamak miimkiindiir: Kovalent baglama isleminden sonra,
proteinin aktif konformasyonunu muhafaza etmesi nemlidir. Dogal konformasyonun
belirlenmesinde, primer amino asit yapt Onemlidir. Sekonder, tersiyer, kuaterner
yapidaki balar, disiilfit baglar1 diginda, kovalent olmayan baglardir. Tuzlarin kovalent
olmayan etkilesimleri, hidrojen baglan, hidrofobik etkilesimlerin hepsi tek tek ele
alindiginda kararsizdir. Fakat ¢ok sayida zayif bagin toplami, protein molekiiliine
stabilite kazandirir. Proteinin aktif konformasyonunu koruyabilmesi igin ¢ozelti
kogullari, zayif baglara gore sinurlandinbr. Bundan dolay:r genelllikle, 35°C’ nin
iizerindeki sicakliklar, pH’ s1 3-4’ den diigiik asidik veya pH’ s1 9-10" dan biiyiik alkali
¢ozeltiler kullaniimamahdir (Mosbach, 1976). Bundan dolay: literatiirde poli(phe-lys)’
in artan sicaklhiklara karg1 hassas bir yapida oldugu vurgulanmis ve poli(phe-lys)’ in
biyoafinite kromatografisinde ligand baglamak iizere kullanildigi durumlar igin ortam
caligma sicakliginin 4°C oldugu belirtilmigtir (Wood and Gadow, 1983).

pH’min etkisi: Invertaz immobilizasyonuna pH' mn etkisini arastirmak amaci ile
gergeklestirilen deneylere ait sonuglar Cizelge 4.7 de verilmistir. Cizelgeden de
anlagilacag gibi, belli bir pH deBerine kadar artan enzim immobilizasyon verimi, pH
4.5’ dan sonra diismeye baglamigtir. Bu pH degeri, calismamn diger boliimlerinde
gergeklestirilen enzim immobilizasyon deneylerinde kullanilmagtur.

Cizelge 4.7 de goriildiigii gibi, diigiik pH degerlerinde daha yiiksek olarak gézlenen
immobilizasyon verimi, pH 4.5’ da % 23.67 ile maksimuma ulagmigtir. Bu maksimum
degerden sonra, artan pH degerleri ile hizla bir azalma egilimine giren immobilizasyon
verimi, pH 8 de % 2.54’ e kadar diigmiistiir. Invertaz immobilizasyonuna sicaklik
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etkisinin incelendigi kisimda bahsedildifi gibi enzimin aktif konformasyonunu
koruyabilmesi igin ¢Ozelti kosullan, zayif baglara gore sinurlandinlir. Bundan dolayr
genelllikle, pH’ s1 34’ den diigik asidik veya pH’ s1 9-10° dan yiiksek alkali ¢ozeltiler
kullamlmaz (Mosbach, 1976). Bu agiklamalar dogrultusunda, yliksek alkali
gozeltilerinde hazirlanan invertazin kovalent baglanmasinda aktif konformasyonunu
koruyamadigim gostermektedir.

Cizelge 4.7. Enzim immobilizasyonuna pH’ nin etkisi (T: 25°C, Poli(phe-lys) Derigimi:
% 0.01 (w/v), Glutaraldehit Derigimi: % 2 (v/v), Baglangi¢ Invertaz
Derisimi: 1.0 mg/ml)

pH Immobilizasyon Verimi, %
3.0 13.4
4.5 23.7
6.0 4.2
7.0 3.3
8.0 2.5

4.6.4. Baslangi¢ invertaz Derigiminin Etkisi

Polistiren yiizeye invertaz immobilizasyonuna invertaz baslangi¢ derisiminin etkisini
saptamayl amaglayan bu asamada, 0, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0 ve 10.0 mg/ml derisimlerinde
invertazin immobilizasyonu optimum sicaklik ve pH’' da gerceklestirilmis ve ilgili
sonuglar Sekil 4.8’ de Verilrhi§tir.

Sekil 4.8’ den de anlagilacag: gibi, artan enzim derigimi ile, yiizeye immobilize olan
enzim miktar1 artmig, belli bir baglangic enzim derigiminden sonra baglanma miktan
bir plato deferine ulagmigur. Bu durum, yiizeyin tasiyabilecegi maksimum enzim
miktarim verilen sartlarda (T: 25°C, pH: 4.5, poli(phe-lys) derisimi: % 0.01 (w/v),
glutaraldehit derigimi: % 2 (v/v)) yaklasik 8 mg/ml olarak belirlemektedir.

4.7. Sakkarozun invertaz ile Hidroliz Kinetiginin incelenmesi

Immobilize ve serbest invertazin sakkarozu hidroliz kinetigi kesikli bir diizenekte
optimum pH 4.5, optimum sicakbk 55°C’ de incelenmigtir. Bu inceleme igin
gergeklegtirilen deneylerde ortam kangtirma tuzi, serbest enzim deneyleri igin 550
dev/dk ve immobilize enzim deneyleri i¢in 1200 dev/dk olarak saptanmugtir. Invertazin
sakkarozu hidroliz kinetiginin incelenmesinde her iki durum igin segilen optimum
galigma sartlanmn belirlenmesindeki kriterler ve sonuglar agafida ayrnuli olarak
anlatilmugtr,
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Sekil 4.8. Farkli baslangi¢ invertaz derigiminin invertaz immobilizasyon verimine etkisi
(T: 25°C, pH: 4.5, Poli(phe-lys) Derisimi: % 0.01 (w/v), Glutaraldehit
Derigimi: % 2 (v/v))

Optimum pH degerinin saptanmasi: Enzim aktivitesi ve kararlif1 iizerine etki eden
parametrelerin baginda pH ve sicakhik gelir. Maya invertazi, zayif asidik bolgede en
aktf ve pH 4-5 arahifinda en kararli durumdadir. Bununla birlikte degisik invertaz
kaynaklarindan elde edilen invertazin pH deBisimine karst davramst fackhilik
gbstermektedir. Degisik kokenli invertazlar icin 4.2’ den 7’ e kadar uzanan oldukga
genig bir optimum pH araligs saptanmigtr (Boyer, 1971). Bu ¢alismada invertazin
etiket aktivitesinde belirtilen optimum pH 4.5 degeri ile ¢aligiimistir. Bu deger, degisik
¢abigmalarin sonuglariyla da uyum igindedir (Synowiecki et al., 1981; Monsan et al.,
1984).

Optimum sicaklik degerinin saptanmasi: Daha dnce beiirtildigi gibi, enzim aktivitesi
ve kararlii: iizerine etki eden en Onemli parametrelerden biri de sicakliktir. Enzim
katalizli tepkimelerde, genellikle enzimatik tepkime hiza artan sicakhkla 6nce artar,
daha sonra bir maksimum vererek azalir. Genellikle bu azalmanin nedeni, enzimin
denatiire olarak aktivitesini kaybetmesi seklinde agiklanmaktadir. Bu galigmada etiket
aktivitesinde verilen optimum sicaklikta, 55°C, c¢aligdmigtir. Bu deer, degisik
¢aligmalanin sonuglariyla da uyum saglamaktadir (Monsan et al.,, 1984; Bas¢t and
Celebi, 1985).
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Optimum kangtirma hizinin  saptanmasi: Serbest ve immobilize invertazin
sakkarozu hidroliz kinetiginin incelendi8i deneylerde, enzimin her iki durumu igin ayr
kangtirma hizlannda ¢aligilmastr.

Serbest invertaz i¢in yapilan 6n denemelerde artan kanigtirma hiz ile reaktdrde daha
homojen bir ortamin olugtugu ve bunun enzim substrat etkilegimini olumlu y&nde
etkiledigi gbzlenmis ve deneyler 550 dev/dk kanstirma hizinda gergeklestirilmistir.,
Kanguricinin  yiiksek hizz dolayisiyla enzimin mekanik olarak pargalanabilecegi
diislintilerek daha yiiksek kangtirma hizina ¢ikilmamigtir, Bu bulgular aym enzim ile
benzer sistemde gergeklestirilen diger ¢aligmalarla da uyum igindedir (Baggi, 19853).

Reaksiyon Hizi :

Kiitle Aktarim Kisitlamasi | Normal Calisma
Sartlan

Goriiniir Ky, Dederi |

Karistirict Hizu

Sekil 4.9. Kanigtirma hizimin maksimum enzimatik tepkime hiza ve Michaelis-Menten
sabitine etkisi.

Immobilize enzimlerin kinetiginin incelendigi kesikli sistem galigmalarinda, ortamdaki
kangurma hizimin artmasi, yilizey film direnglerini kirmakta, diger bir deyisle kiitle
aktarim katsayisiu arttirmaktadir. BOylece tepkime iz artmakta ve goriiniir
Michaelis-Menten sabitinin, Ky, degeri azalmaktadir. Bu durum sematik olarak Sekil
49’ da enzim aktivitesinin difiizyon kisitlamasindan etkilendigi bir immobilize enzim
sisterni i¢in verilmistir (Hartmeier, 1988). Kangtirma hizimin artmas: ile ortamdaki
tirbulansin artmasi, immobilize enzimin tutuklandifi materyal ile ortam arasindaki
ylizey diflizyon direnglerini azaltmakta, bu durum tepkime hizimi arttirmaktadir. Fakat
sekilden de anlagilacagi gibi kangtirma hizznin belli bir deferinden sonra, hiz
degismemekte ve bir plato degerinde, Vmax, sabit kalmaktadir. Benzer sekilde,
immobilize enzimin Ky, degeri de, Vmax’ € paralel olarak ama ters yonde, belli bir
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kangtuma hz defierinden sonra en diigiik seviyesine ulagmakta ve daha sonra sabit
kalmaktadir. Immobilize enzimin kinetik olarak maksimum hiza ulagti karigtirma
hizi, optimum kangtirma hizi olarak tanimlanmaktadir. Bu ¢ahsmada, immobilize
invertaz igin kangtuma hizz 1200 dev/dk’ da sabitlenmigtir. Bu kangtima hizinin
optimum kogullar yarattigt ilerde agiklanacak olan kinetik ¢aligmalann sonuglan ile de
dogrulanmaktadir. Ayrica, polistiren yofunlugunun, 0.98 g/ml (Boyer, 1978),
calismalarin gergeklestirildigi sivi ortaminkinden, 1.07 g/ml (Geankoplis, 1983), daha
diisiik olmas: nedeniyle, diisitk devirdeki kangtirma hizlarinda polistiren taneciklerin
ortamda ylizraesi ve ¢ozelti icine kanigmamasi s6z konusudur. 1200 dev/dk kangtirma
hiz1, polistiren kiireciklerin ¢dzelti ortamina homojen olarak karigmasini saglamgtir,

Serbest ve immobilize invertaza ait kinetik sabitleri saptamak i¢in, optimum pH 4.5 ve
optimum sicaklik 55°C’ de sakkaroz derigiminin tepkime hizina etkisi aragtinnlmis,
caligitan 0.05-0.4 M sakkaroz derisim aralifinda elde edilen baglangi¢ tepkime hizlan
Cizelge 4.8’ de verilmigtir.

Cizelge 4.8. Baslangi¢ tepkime hizinin sakkaroz derisimi ile degisim degerleri (pH:

4.5, T: 55°C)
Sakkaroz Derigimi Baglangi¢c Tepkime Hiz1
M) (umol glikoz/dk/mg invertaz)
Serbest invertaz Immobilize invertaz
0.05 3.89 2.84
0.10 5.46 4.09
0.20 7.49 6.02
0.30 7.99 6.80
0.40 8.33 7.20

Sekil 4.10 ve Sekil 4.11, swrasiyla serbest ve immobilize invertaz i¢in baglangi¢ tepkime
hizinin sakkaroz derigsimiyle degigimini gostermektedir. Bu sekillerden anlagilacag: gibi
her iki durumda da artan sakkaroz derigimiyle hidroliz hiz1 artmakta, fakat belli bir
sakkaroz derigiminden sonra tepkime hiz bir plato degerine ulagmaktadir. Sekil 4.10
ve Sekil 4.11” de goriildiigii gibi serbest ve immobilize invertaz igin baglangig tepkime
hmzimin sakkaroz derigimiyle degisimi Michaelis-Menten kinetifine uymaktadir.

Her iki enzime ait kinetik sabitleri saptamak amaciyla Cizelge 4.8° de verilen, serbest
ve immobilize invertaza ait baglangi¢ tepkime hiza degerleri ile baglangig sakkaroz
derigimi degerleri, Lineweaver-Burk grafifi olusturacak sekilde 1/v ye karsi 1/[S]
seklinde yeniden degerlendirilmig ve Sekil 4.12 ve Sekil 4.13 elde edilmigtir.
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Sekil 4.10. Serbest invertaz i¢in baglangic tepkime hizinin sakkaroz derisimi ile
degisimi (®) Deneysel degerler, (+) Teorik degerler (pH: 4.5, T: 55°C,
Karigtirma hizi: 550 dev/dk)
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Sekil 4.11. Immobilize invertaz igin baslangi¢ tepkime hizinin sakkaroz derigimi ile
degisimi (®) Deneysel degerler, (+) Teorik degerler (pH: 4.5, T: 55°C,
Kangtirma hizi: 1200 dev/dk)

Serbest invertaz igin, optimum pH 4.5 ve optimum sicaklik 55°C’ de ve 550 dev/dk
kangtirma hzinda elde edilen Lineweaver-Burk grafigi, Sekil 2.2.A’ da verilen grafikle
(BOlim 2.2.1) tam bir uyum icerisinde olup bu grafigin y eksenini kesim noktasiin
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degerlendirilmesinden, serbest enzim igin Vmpax degeri 10.13 pmol glikoz/dk/mg
invertaz ve egiminin degerlendirilmesinden Kp,, 81 mM olarak bulunmugtur.

Immobilize invertaz igin, optimum pH 4.5 ve optimum sicaklik 55°C’ de ve 1200
dev/dk kansurma hizinda elde edilen Lineweaver-Burk grafigi de, serbest enziminkine
benzer sekilde, Sekil 2.2.A’ da verilen grafikle uyum igerisinde olup bu grafiffin y
cksenini kesim noktasimin degerlendirilmesinden, immobilize enzim igin Vpax degeri
9.20 umol glikoz/dk/mg invertaz ve efiminin degerlendirilmesinden Ky, degeri 114
mM olarak bulunmugtur. Immobilize enzime ait Lineweaver-Burk grafiginin Sekil
2.2.A’ dakine uyumlu ¢ikmast, 1200 dev/dak karistirma hizinda galigmanin, ortamdaki
difiizyon direnglerini tamamen ortadan kaldirdifinin ve bu kangtirma hizinm kullanilan
immobilize enzim prosesi i¢in uygun oldugunun bir gostergesidir.

Bu ¢aligmada serbest invertazin Ky degeri ile immobilize invertazin Ky deferi
arasindaki oran 0.71 dir. Bu oran Mansfeld ve Schellenberger (1987) tarafindan gesitli
polistiren yiizeylere immobilize edilen invertaz i¢in 0.18-0.71 arasinda bulunmugtur.
Bu da caligmada elde edilen oramn literatiirdeki oran ile uyumlu oldugunu
gostermektedir.

1/v, 1/ (umol.glikoz/dk/mg invertaz)
03 T

02 +

i 3 1 -
L4 ]

-15 5 10 15 20

1/[S], 1M

Sekil 4.12. Serbest invertaz i¢in Lineweaver Burk grafigi [pH: 4.5, T: 55°C,
Kangurma hizi: 550 dev/dk, Dogrusal bolge icin korelasyon katsayisi,
r=0.998]
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Sekil 4.13. Immobilize invertaz igin Lineweaver Burk grafigi [pH: 4.5, T: 55°C,
Karigtirma hizi: 1200 dev/dk, Dogrusal bolge igin korelasyon katsayuss,
r=0.997]

Immobilize ortamm Km deferinin, serbest ortamm Ky degerinden biiyiik ¢ikmasi,
immobilize invertazin sakkaroza afinitesinin azaldifim1 gostermektedir. Bunun
sebepleri olarak, immobilizasyon iglemi sirasinda invertazin yapisindaki degisiklikler ve
difiizyon kisitlamasi gosterilebilir. Bu etkilerin tek bagina veya aynt anda olmast Kp
degerinin ylikselmesine sebep olabilir (Vieth and Venkatasubramanian, 1974).
Immobilize invertaz ile gergeklestirilen deney sonuglarimn Lineweaver Burk grafigi ile
degerlendirilmesi sonucunda, immobilize sistemde diftizyon kisitlamasimn olmadig
gosterilmigtir. Immobilize enzimin K degerindeki artigin, immobilizasyon isleminde
invertazin yapisindaki degisiklikten kaynaklandig1 sylenebilir.

Serbest ve immobilize invertaz igin Vpax degerleri sirasiyla 10.13 pmol/dk/mg
invertaz ve 9.20 umol/dk/mg invertaz olarak hesaplanmigtir. Her iki deger birbirlerine
pratikte yaklagik esit kabul edilebilirse de, cahgmada immobilizasyonun kimyasal
yontem ile yapilmig olmasi, enzim aktivitesinin diisebilecegini akla getirmektedir
Immobilize ortamda enzim aktivitesini azaltacak faktoriin yalnizca difiizyon kisitlamast
oldugu durumda serbest ve immobilize ortamdaki Vmax degerlerinin aym olmas: ve
immobilize ortamda Vmpax’ i veren mimimum sakkaroz derigiminin serbest
ortaminkinden yiiksek olmas: beklenirdi. Bu galigmada ise serbest invertazin Vipax
degeri, immobilize invertazinkinden daha biiyiiktiir. Bu davramg ¢aligma sirasinda
difizyon kisitlamasimn, B&lim 2.2.1° de anlatldigr gibi, yiiksek karistirma hizindan
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(1200 dev/dk) dolay: etkisiz kalmas1 nedeniyle, sadece immobilize invertazin yapisal
degisikliklere ve sterik engellenmelere ugramas: seklinde agiklanabilir. Ayrica her iki
ortamda da aym: sakkaroz derigsiminde (0.4 M) inhibisyonun baglamasi sistemde
gergekten difiizyon kisitlamasinin etkili olmadigi sonucunu desteklemektedir,

4.7.1. invertazin Deaktivasyonu

Enzimlerin deaktivasyonu gogunlukla listel deaktivasyon modeli ile agiklanmaktadir
(Boliim 2.2.2). Bu modelde enzim deaktivasyonu enzim aktivitesine birinci dereceden
bir kinetik ile baglanmaktadir. Bu yaklagim kesikli sistemlerde, substrat ve iirlin
derisiminin fazla degigmedigi durumlarda uvygulanabilir, Bu ¢aligmada enzim
deaktivasyonunun aktif enzim derigimine birinci dereceden bagh oldugu kabul edilmis,
serbest ve immobilize invertaz i¢in maksimum tepkime hizinin elde edildigi 0.4 M
sakkaroz lderigiminde zamana karg1 tepkime hizlan belirlenmig (Sekil 4.14), enzim
aktiviteleri grafife gegirilerek (Sekil 4.15) deaktivasyon katsayilari, kg, saptanmigtir.

—

o
1
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v, umol.glikoz/dk/mg invertaz
S [

pi8 )
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Sekil 4.14. Tepkime hzimn zamanla defisimi (*)Iimmobilize invertaz (0) Serbest
invertaz (pH: 4.5, T: 55°C, kangtirma hiza (serbest invertaz): 550
dev/dk, kanstirma hiz1 (immobilize invertaz): 1200 dev/dk)

Serbest ve immobilize invertaz igin kg degerleri swrasiyla 0.0347 dk-! ve 0.0098 dk-!
olarak saptanmigur. Bu degerler kullanilarak invertaz aktivitesinin yar1 dmrii, typ,
serbest ve immobilize invertaz icin swastyla 20 dk ve 71 dk olarak bulunmugtur (Es.
2.18). Goriildiigii tizere serbest invertazin kg deferi, immobilize invertazinkinden daha
biiylik ve bunun dogal bir sonucu olarak serbest invertazin ty, deBeri immobilize
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invertazinkinden daha diigikk ¢ikmagtir. Bu durum immobilize invertazin, serbest
invertaza gore igletme sartlannda yiiksek kangtirma hizina ragmen daha kararh
oldugunu ve aktivitesini daha yavag kaybettifini g@stermektedir. (Sekil 4.14).
Immobilize enzimlerin serbest enzimlere gére daha kararh olmalan literatiirde de
genel olarak kargilagilan bir durumdur (Vieth and Venkatasubramanian, 1973).

t, dk

Invertaz Aktivitesi, log a

0,01 <

Sekil 4.15. Invertaz aktivitesinin zaman ile degisimi (=) Serbest invertaza ait deneysel
degerler, dogrusal bolge icin korelasyon katsayisi, r=0.99; (¢) Immobilize
invertaza ait deneysel degerler, dogrusal bélge igin korelasyon katsayisi,
r=0.98 (pH: 4.5, T: 55°C, kanstuma iz (serbest invertaz): 550 dev/dk,
kanigtirma hiz1 (immobilize invertaz): 1200 dev/dk)
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5. SONUCLAR

Calisma kapsaminda, ylizeyde enzim immobilizasyonu igin tagtyic:t matriks olarak
polistiren  kiireler ku]lamlm1§t1r.‘ Kiirelerin  ylizeyleri amino  gruplarinca
zenginlegtirilmek iizere poli(phe-lys) ile modifiye edilmis ve modifiye yiizeyler ¢ift
fonksiyonlu bir ¢apraz baglayict ajan olan glutaraldehit ile aktive edilerek invertaz
immobilizasyonu i¢in hazir hale getirilmiglerdir, Polistiren yiizeylere immobilize edilen
invertaz miktarim nicel olarak tespit etmek amaciyla, “™Tc-perteknetat izleyici olarak
kullanilmustir.

Tastyict matriks olarak kullamilan polistiren ve poli(phe-lys) ile kaplanan polistiren
yiizeylerin kimyasal yapis1 FTIR-ATR spektroskopik teknigi kullanilarak incelenmistir.
Poli(phe-lys) modifikasyonu  ve glutaraldehit aktivasyonu sonucu enzim
immobilizasyonu i¢in hazirlanan polistiren ylizeylerde, invertaz immobilizasyonuna
etki eden parametreler, sirasiyla, baglangi¢ poli(phe-lys) derisiminin etkisi, baglangic
glutaraldehit derisiminin etkisi, sicaklik ve pH gibi fizikokimyasal parametreler ve
baglangig¢ invertaz derigiminin etkisi olmak iizere dort grupta ele alinmagtir.

Son boliimde serbest invertazin ve immobilize invertazin sakkarozu hidroliz kinetigi
kesikli bir diizenekte optimum pH 4.5, eptimum sicaklik 55°C’ de incelenmigtir. Bu
inceleme i¢in gerceklestirilen deneylerde ortam kangtirma iz, serbest enzim deneyleri
icin 550 dev/dk ve immobilize enzim deneyleri igin 1200 dev/dk’ da sabitlenmigtir.

Bu c¢alismada elde edilen sonuglar su sekilde siralanabilir:

1. Calismada kullamlan polistirene (Petkim, Tiirkiye) ait spektrum ile
literatiirden alman ticari bir polistiren (Krause, 1983) spektrumu karsilagtirldiginda
(Sekil 4.2 ve 4.3), her iki spektruma ait piklerin bilyllk bir benzerlik gosterdigi,
laboratuvarda hazirlanan polistiren taneciklerin yapisinda herhangi bir degisikligin
veya fonksiyonel gruplarda yonlenmelerin olmadi1 gdzlenmisgtir.

2. Polistiren yiizeyleri amino gruplarinca zenginlegtirmek amaciyla kullanilan ve
temelde protein yapisinda bulunan poli(phe-lys)’ in yiizeylere adsorptif kuvvetlerle
baglandii ve poli(phe-lys) adsorpsiyonunun kemisorpsiyon seklinde gerceklestigi,
yapinin 16 saatlik mekanik etkilere dayanmas: ile de kararli bir yiizey modifikasyonu
saglandig1 anlagilmaktadur,

3. Poli(phe-lys) ile modifiye edilmig polistiren yiizeylerine ait ATR-FTIR
spektrumunda (Sekil 4.6) poli(phe-lys) yapisim karakterize eden N-H bandlan belirgin
sekilde goriilmemektedir. Bunun nedeni yiizey kaplamasinda kullamilan poli(phe-lys)
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deﬁ§hnhﬁn, yiizeyin ATR spektrumunun alinabilmesi igin yeterli derigim degerinde
olmamas seklinde agiklanmugtir.

4. Yiizey modifikasyonunda kullanilan poli(phe-lys) derisiminin invertaz
immobilizasyon verimine etkisi incelenmis ve pH 4.5 ve 25°C’ de, glutaraldehit
derisimi % 2.0 (v/v), baglangi¢ invertaz derigimi 1.0 mg/ml degerlerinde ¢ahgildiginda .
maksimum immobilizasyon verimine, % 0.01 (w/v) poli(phe-lys) baglangi¢ derigiminde
ulagilmistir. Ayrica poli(phe-lys) ile iglem gbrmemis polistiren yiizeylere invertaz
immobilizasyonu hemen hemen miimkiin olamamigtir.

5. Poli(phe-lys) ile modifiye edilmig polistiren yiizeylerde glutaraldehit
derisiminin etkisi incelenmis, maksimum invertaz immobilizasyonunu veren
glutaraldehit derigimi pH 4.5 ve 25°C’ de, % 0.01 (w/v) poli(phe-lys). derigiminde ve
1.0 mg/ml baglangig invertaz derigiminde sartlar sabit tutuldugunda, % 2 (v/v) olarak
bulunmugtur. |

6. Invertaz immobilizasyonuna pH mn etkisini aragtrmak amact ile
gergeklegtirilen deneylerde, 25°C’ de, % 0.01 (w/v) poli(phe-lys) derisiminde, % 2
(v/v) glutaraldehit derigiminde ve 1.0 mg/ml baglangi¢ invertaz derigiminde §artlar
sabit tutuldugunda maksimum invertaz immobilizasyonuna pH 4.5’ da ulagilmugtr.

7. Invertaz immobilizasyonuna sicaklifin etkisini incelemek i¢in gergeklestirilen
deneylerde, deney sartlant pH 4.5 da, % 0.01 (w/v) poli(phe-lys) derigsiminde, % 2
(v/v) glutaraldehit derisiminde ve 1.0 mg/ml baglangic invertaz derigiminde
tutuldugunda maksimum invertaz immobilizasyonuna 25°C’ de ulagilmigtir.

8. Serbest ve immobilize invertazin sakkarozu hidrolizi 0.05-0.4 M sakkaroz
derigim aralifinda, optimum pH 4.5, optimum sicaklik 55°C’ de, serbest invertaz icin
kangtirma hiza 550 dev/dk, immobilize invertaz ig¢in 1200 dev/dk’ da incelenmis,
Lineweaver-Burk yonteminden yararlanilarak, serbest ve immobilize invertaz igin
Michaelis-Menten sabitleri, Ky, swasiyla 81 mM, 114 mM olarak, maksimum
enzimatik tepkime hizlari, Vpax, srasiyla 10.13 pmol glikoz/dk/mg invertaz, 9.20
umol glikoz/dk/mg invertaz olarak bulunmustur.

9. Invertazin igletme kogullarindaki deaktivasyonu iistel deaktivasyon modeli
yardimiyla agiklanmig ve enzim deaktivasyonunun aktif enzim derisimine birinci
dereceden bagli oldufu kabul edilerek, serbest ve immobilize invertaz igin
deaktivasyon katsayilari, kg, swrastyla 0.0347 dk-! ve 0.0098 dk-! olarak saptanmugtir.
Bu degerler kullamlarak invertaz aktivitesinin yart 8mrii, t;p, serbest ve immobilize
invertaz i¢in sirasiyla 20 dk ve 71 dk olarak bulunmugtur.
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EK 1
GLIKOZUN MUTOROTASYONU

Glikozun kristal halde iki sekli mevcuttur. Sayet glikoz suda eritilir ve buharlagtirmak
suretiyle kurumaya terk edilirse kristal halde o-D-Glikoz elde edilir. Eger glikoz,
asetik asit veya piridin ile eritilerek kristalize edilirse B-D-Glikoz elde edilir. Kristal
haldeki bu iki glikoz sekli mutorotasyon gosterir. Optik ¢evirmenin zamanla degigmesi
olaywna mutorotasyon denir. Tiim indirgen sekerler mutorotasyon olay: gosterirler.
Suda ¢bziinmils o-D-Glikoz igeren ¢ozelti baglangigta polarize 181 +112.2° saga
cevirirken, zamanla bu de8er azalarak +52.7° de sabit kalir. Bu durum sekerlerinde
diger aldehitler gibi hemiasetal olusturma yetenegi ile agiklanir. Glikozun hemiasetal
olusturma yetenegi sonucu seker ¢ozeltisi iginde baglangigta mevcut olan o-D-Glikoz
zamanla kismen B-D-Glikoza dontigmek suretiyle iki glikoz ¢esidi arasinda bir denge
meydana gelir. § formunda spesifik rotasyon +18.7° iken sulu ¢ozeltide mutorotasyon
sonucunda +52.7° olur (Lehninger, 1975). Boylece denge durumuna ulagilmug olur.
Glikozun sulu ¢ozeltisinde denge durumunda afuhkca % 64 B, % 36 o anomeri
bulunur. Denge durumuna ulagsma genellikle kendiliginden yavag olur, fakat isitmak,
asit veya baz katmakla, dengenin kurulmas: katalizlenebilir. Ayrica Penicillum
notatum’ dan elde edilen mutorotase enzimi de mutorotasyonu hizlandirabilir (Lee,
1983).
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