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OZET

Bu calismada, kolesterol oksidaz enzimi, poli (akrilamit—ko—akrilik
asit)/polietilenimin ve poli(metilmetakrilat-ko-glisidilmetakrilat)
destekleri karbodiimid ve epiklorhidrin kullanilarak aktiflestirilip
kovalent olarak immobilize edilmistir. Serbest enzim icin Ky, ve Vi
degerleri sirasiyla 0,756mM ve 1,115 mM.dak” bulunmustur. CDI
kullanilarak aktiflestirilen immobilize enzim icin K,=2,72mM,
Vmak=0,908 mM.dakika” ve epiklorhidrin kullanilarak aktiflestirilen
immobilize enzim icin Ky= 2,37mM, V=1,495 mM.dakika™ olarak
bulunmustur. Serbest ve immobilize enzimler icin optimum sicaklik
35°C ve 37°C olarak tespit edilmistir. Serbest enzim, ECH ve CDI
kullanilarak aktiflestirilen immobilize enzim icin optimum pH sirasiyla 7,
7 ve 7,5 olarak bulunmustur. 40°C ve 45°C’de inaktivasyon sabitleri
sirasiyla serbest enzim icin ki=0,0442dak”, k=0,0664dak’, ECH
kullanilarak aktiflestirilen immobilize enzim icin ki=0,0398dak™,
ki=0,0,0407dak™’ ve CDI kullanilarak aktiflestirilen immobilize enzim igin
ki=0,0285dak™’, ki=0,0352dak™” olarak bulunmustur. Serbest enzim 20
gun sonunda aktifligini tamamen kaybederken ECH ve CDI kullanilarak
aktiflestirilen immobilize enzimler sirasiyla %88, %94 aktifligini



korumustur. ECH ve CDI kullanilarak aktiflestirilen immobilize
enzimlerin 60 kez kullannm sonunda aktiflikleri sirasiyla %56, %83

olarak bulunmustur.
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ABSTRACT

In this study, cholesterol oxidase was covalently immobilized on
poly(methylmetacrylate-co-glyciydylmethacrylate) and poly(acrylamide-
co-acrylicacid)/polyethyleneimine which were activated by using
epichlorohydrin and carbodiimide. Kinetic parameters were calculated
as 0,756, 2,37 and 2,72mM for Km and 1,115, 1,495 and 0,908mM.min""
for Vmax in the case of free enzyme, p(MMA-co-GMA) and p(AAm-co-
AA)/PEI bound enzymes, respectively. The optimum temperatures for
free and immobilized enzymes were observed as 35°C and 37°C,
respectively. For free and covalently immobilized enzymes on p(MMA-
co-GMA) and p(AAm-co-AA)/PEIl optimum pH were found as, 7-, 7 and
7,5, respectively. At 40°C, inactivation constans of free, activated ECH
and CDI were calculated as 0,0442, 0,0398, 0,0285min™ they were also
calculated as 0,0664, 0,0407, 0,0352min respectively at 45°C. After
storage for 20 days the enzyme activities were found to be %88 and
%94 of the initial activity values for ECH and CDI activated matrices
respectively. On the other hand the free enzyme lost its activity
completely in 20 days. In the repeated batch experiments ,60 uses in 2
days, retention of %56 and %83 of the original enzymes activities were
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observed for ECH-activated p(MMA-co-GMA) and CDI p(AAm-co-
AA)/PEIl immobilized enzymes.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Xiv

Bu ¢alismada kullaniimis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler

kDa
ki
Km
pm
uv

Vmak

Kisaltmalar

AA
AAm
APS
BAAmM
CDI
COD
ECH
EDGMA
FAD
GLU
GMA
HDL
HEMA

Aciklama

Kilodalton
inaktivasyon sabiti
Michaelis sabiti
Mikro metre
Ultraviyole
Maksimum hiz
Alfa

Beta

Aciklama

Akrilit asit

Akrilamit

Amonyum persulfat
N,N’-metilen-bis-akrilamit
Karbodiimid

Kolesterol oksidaz
Epiklorhidrin
1-etil-3-(3-dimetilamino-propil)karbodiimid
Flavin adenin dentkleotit
Glutamin

Glisidil metakrilat

YUksek yogunluklu lipoprotein
Hidroksimetil metakrilat



Kisaltmalar

His
IPN
LDL
MMA
PEI
TEMED
WAT

XV

Aciklama

Histidin

inter polimer kompleksleri
DlsUk yogunluklu lipoprotein
Metil metakrilat

Polietilenimin
N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin
Su



1. GIRIS

Enzimlerin kullanimi cok eski ¢aglara dayanir. ilk ¢aglarda insanlar bilingsiz
olarak ekmek hamuru, peynir, kimiz, yogurt gibi gidalarin hazirlanmasinda
enzimlerin iglevlerinden yararlanmiglardir. Enzimlerin yapisi ve tepkime
mekanizmalarinin aydinlatiimasiyla enzimler gida, ilag, kozmetik, tekstil,
temizlik maddeleri gibi cesitli endUstriyel maddelerin Gretiminde, Uretime
yonelik cesitli tepkimelerin katalizlenmesinde ve fizyolojik rahatsizliklarin
tedavisinden tipta tani galismalarina kadar uzanan yeni birgok alanda
kullaniimaya baslanmigtir (1). Enzimoloji konusundaki gelismeler 1897°de
Blchnerin canli maya hucrelerinden ilk aktif enzimi ekstre etmesiyle
baslamistir. Blchner bu calismasiyla enzimlerin katalitik aktivitelerini iginde
bulunduklari hiicrelerin yasamsalligina bagl olmaksizin farkh ortamlarda da
devam ettirdigini gdstermistir. 1926‘da Sumner enzimlerin protein yapisinda

oldugunu ortaya koymus ve ilk enzim saflastirmasini gerceklestirmistir (2).

Enzimler canli hicrelerden elde edilmis proteinlerdir. Degisik avantajlarindan
dolayr enzimler cesitli kimyasal reaksiyonlarda katalizé6r olarak
kullaniimaktadir. Bitki , hayvan dokulari ve mikroorganizmalardan elde edilen
cok sayidaki enzim yapilarina ve kontrol ettikleri reaksiyon mekanizmalarina
gbre karakterize edilmiglerdir. Karakterize edilen bu enzimlerin ticari ve saf
sekillerinin  bulunmasi  endustriyel  uygulamalarda  kullaniimalarini
saglamaktadir. Enzimlerin spesifik olmalari ve reaksiyonlari katalizleme
kabiliyetleri onlarin  biyokimyasal, endustriyel ve analitik alanlarda
uygulamalarini cazip hale getirmektedir (3).

Dogal enzimler yiksek molekil kitlesine sahip proteinler olup genellikle suda
cdzUndrler. Ancak coézelti halinde kararliliklarinin sinirh olmasi, ortamdan
ayrilmasinin ¢ok zor olmasi, reaksiyon denetimlerini guglestirmelerini ve
enzimlerin tekrar kullanimlarinin midmkin olmamasi immobilize enzim

dislncesini ortaya ¢ikarmistir. Sonugta immobilizasyon ile enzimlerin 1sisal,



mekanik ve kimyasal kararliliklarinin arttirimasi ile tekrar kullanilabilmeleri

mumkuin kilinmigtir (4).

Bu calismada kolesterol oksidaz enzimi polimerik destekler Gzerine kovalent
baglanma metoduyla immobilize edildi. Bu amagla poli(akrilamit-ko-
akrilikasit)/polietilenimin ve poli(metilmetakrilat-ko-glisidilmetilakrilat)
polimerleri hazirlandi. Bu destek materyalleri karbodiimid ve epiklorhidrin
kullanilarak aktiflestirildi ve kolesterol oksidaz enzimi kovalent baglanma
metodu ile immobilize edildi. Serbest ve immobilize enzimin aktifligine etki
eden sicaklik, pH, substrat konsantrasyonu, depolama suresi gibi cesitli

parametrelerin etkisi ve enzimin tekrar kullanilabilirligi incelendi.



2. ENZIMLER

Enzimler canh hiicrede meydana gelen kimyasal reaksiyonlari katalizleyen
veya dizenleyen proteinlerdir. Organizmadaki organik molekillerin yapimi,
yikimi, kas hareketleri ve sonumum gibi fizyolojik olaylar enzimler yardimiyla
yUrGtGimektedir. Bu nedenle hayat enzimatik reaksiyonlarin tamaddr

denilebilir.

Enzimler d6rt temel agidan ¢ok gucli katalizérlerdir.

1. Enzimler son derece etkilidirler. Siradan kimyasal katalizérlere goére
reaksiyonu 10%-10"" kez daha hizli gergeklestirebilmektedirler. Enzimler
gbsterdikleri bu hiza ulagirken pH, sicaklik, basing agisindan oldukca
limli kosullarda galisabilmeyi mimkun kilarlar. Enzimlerle katalizlenen
reaksiyonlar fazla enerji gerektirmezler. Ayrica en kolay bulunan, en ucuz,
en emniyetli ¢6zlcU olan su igerisinde c¢alismak enzimler igin mimkin
olmaktadir. Mesela amonyak elde etmek icin kullanilan Haber prosesinde
azot baglamak icin 200-1000 atm basin¢g ve 500°C sicaklik gereklidir.
Ama azot baglayan bir bakterinin bu islemi yaparken yiksek basin¢ ve
sicakliga ihtiyaci yoktur.

2. Enzimler kimyasal katalizérlere gbre c¢ok daha degisik kimyasal
reaksiyonlari katalizleyebilirler.

3. Enzimler reaksiyonun tipine ve substrata son derece spesifiktirler.
Bdylece ylUksek verim ve ¢ok az sayida yan Uriin meydana gelir.

4. Enzimlerin c¢ok cgesitli dogal kontrol mekanizmalan vardir. Enzimlerin
aktivitesi, icinde bulunduklari sartlara gére dizenlenebilir. Ayrica kontrol

edici ki¢gik molekillerde enzimatik aktiviteyi azaltabilir yada arttirabilir (5).

Enzimler tepkimenin baglamasi igin gerekli olan aktivasyon enerjisini
dusuUruler. Bir enzim daima bir ¢esit reaksiyonu kontrol eder. Substrat ylzeyi
arttik¢ca enzim aktivitesi de artar. Enzimler sulu ortamda etkinlik gdsterirler.



Hlcre icinde Uretiimelerine ragmen hicre disinda da etki gdésterebilirler.
Enzimlerin kontrol ettigi tepkimelerin ¢ogu ¢ift yoénladir. Protein yapih

olmalarinda dolayi proteinlerin etkilendigi faktérlerden etkilenirler (6).

Enzimlerde proteini olusturan amino asitlerin sayisi, dizilig sirasi ve
molekdllerin yapisi belirli bir dizen igindedir. Bu diizen enzimin substrata
seciciligini saglar. Bazi enzimler yalnizca proteinden olusurken bazilari
protein yaninda protein olmayan bir kisim igerirler. Bu tip enzimlerde enzimin
protein kismina “Apoenzim”, protein olmayan kismina, enzimden kolayca
ayrilabiliyorsa “Koenzim” veya “Kofaktor”, sikica bagli ise “Prostatik grup” adi
verilir. Koenzimler genellikle vitamin tdrevleri, organik molekiller ve inorganik
metal anyon veya Kkatyonlardan olusur. Apoenzim ve koenzim birlikte
“Haloenzim“ diye adlandirilir. Haloenzimin blydk bir kismini apoenzim
olusturur. Apoenzim tek bagsina katalitik aktivite géstermez. Enzimin katalitik
olma 6&zelligini veren koenzim tek basina, gercek enzime gdbre cok daha
disik aktivite gdsterir. Enzimin gercek aktivitesi sadece koenzim ve

apoenzim bir arada oldugunda gézlenir (7).

Enzim molek0linin belirli bir bélgesinde belirli amino asitlerin olusturdugu bir
kisim bulunur. Protein zincirinin bu bélgesi enzimin katalitik ektisinden
sorumlu olup “Aktif bdlge“ olarak tanimlanir. Substrat ve eger varsa koenzim,
bu merkeze hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler, iyonik baglar veya
kovalent baglar ile baglanir. Substratin dénlstimine katilan ve katalitik

prosesi yuriten amino asitler de aktif merkezden sayilirlar (6).

2.1. Enzimlerde Secicilik

Enzimler yUksek secicilige sahip katalizérlerdir. Bu segiciligi bes kisimda

incelemek mimkundir (7).



e Mutlak Segicilik : Bu durumda enzim belirli bir substrati katalizleyerek belirli
bir Griine dénistirdr. Ornedin Greaz, (reyi hidrolizlerken ve maltaz, maltozu
monosakkaritlerine pargalarken bu tiirden secicilik gbsterirler.

e Grup Seciciligi : Grup segciciligi gdsteren enzimler yapisinda belirli bir grup
bulunduran tim substratlari katalizler. Protein parcalayan proteolitik
enzimlerin gcodu grup seciciligi gosterir.

e Tepkime yada Bag Seciciligi : Bu gruptaki enzimler belirli bir tepkime tirin(
katalizler ve substrat yapisinda bulunan belirli bir baga segicidir. Lipit bagi
iceren organik esterlerin hidrolizini katalizleyen lipazlar bu tir secicilige
6rnek olustururlar.

e Sterokimyasal Secicilik : Bu gruptaki enzimler substratin belirli bir
sterokimyasal seklini katalizler. Diger sterokimyasal sekillere Kkarsi
etkisizdir. Laktik dehidrojenaz, laktik asidin yUkseltgenmesinde L-Laktik
asidi yikseltgerken, D-Laktik aside karsi katalitik aktivite géstermez.

e BOtln bu seciciliklerden farkli olarak diger bir segicilik tiri ayni enzimin
farkli kaynaklardan elde edilmis analoglarinin ayni substrata farkli etkiler
gostermesi seklindedir. Ornegin polipeptit baglarinin hidrolizini katalizleyen
kemotripsin ve tripsin ayni fonksiyonel gruplara sahip olduklari halde her bir
enzimin aktif bdlgesindeki yardimci baglarindaki farkllik nedeniyle,
kemotripsin  hidrofobik amino asit gruplarinin  karboksil baglarini
hidrolizlerken, tripsin lizin ve arginin gibi bazik aminoasitlerdeki karboksil
baglarini hidrolizler.

Enzim substrat etkilesmesi molekller seviyede henlz tam olarak
aciklanabilmis degildir. Bu konuda farklh modeller olusturulmustur.

2.2. Enzim Aktivitesi
Enzim aktivite birimi (1 E.U.) yaygin olarak standart kosullarda 1 dakikada

1umol substrati déntstiren enzim miktari olarak tanimlanmaktadir. Bu tanim

Uluslararasi Biyokimya Birligi tarafindan 1965 yilinda kabul edilmistir (8).



Ancak gida endustrisinde kullanilan enzimlerin birgogu icin bu tanim farkh
sekillerdedir, ¢clinkd bu enzimler hammaddedir ve enzimatik olarak aktif
protein miktarini 6lgmek olanaksizdir. Bu nedenle konsantre ham enzim
preparatlari igin aktivite mL enzim basina enzim birimi (EU) (EU / mL enzim)
olarak veya preparatin icerdigi protein miktar tayin edilmisse mg toplam
protein basina EU (EU / mg toplam protein) olarak da tanimlanabilir (7).

Enzim aktivitesini etkileyen faktbrler, enzimler tarafindan katalizlenen
tepkimelerin aktivitesini dolayisiyla hizini etkileyen faktorler; enzim derisimi,
substrat derigimi, sicaklik, pH, iyonik aktivite, inhibitdr veya aktivatorlerin
derisimi, tepkime CUrUnlerinin derigsimi ve Ozellikleri, sistemdeki akiskan
kuvvetler, 1sik ve diger fiziksel faktdrler olarak siralanabilir. Bu faktérlerin
enzim tepkimeleri Uzerine olan etkilerini saptamak igin etkisi 6lgtlmek istenen
faktér disindaki kosullar sabit tutularak sadece bu faktérin farkh

degerlerindeki enzim tepkime hizlari él¢ultr (1).

2.3. Kolesterol Oksidaz Enzimi

Kolesterol oksidaz cesitli mikroorganizmalardan saflastirilan iki iglevli bir
enzimdir. Bu enzim bir aktif alanda iki reaksiyonu katalizler. ilk reaksiyonda
kolesterollin, yUkseltgenmesini, ikinci reaksiyonda ise olusan yukseltgenme
arininin kolest-4-en-3-on’a izomerlesmesini saglar ve H>O, aciga ¢ikar (9-
13).

COD
Kolesterol + O » Kolesterol-4-en-3-on + H>O»

1975'ten beri kolorimetrik tayin ile serum icindeki serbest kolesterol
hesaplanmasinda bu enzim kullaniimaktadir(9,14,15). Serum igindeki toplam
kolesterollin hesaplanmasi klinik teshisler igin gereklidir. Kolesteroliin yiksek
degeri bazi damarlarin ¢eperlerinde birikerek damarlarin tikanmasina, tiroit
bezinin az c¢aligsmasindan kaynaklanan tiroit bozukluguna, bdbrek

tubuluslarinin  dejenerasyonun yol actigi  bir hastaligina, seker



hastaligina(diyabet) ve sarilik hastaligina neden olur. Disik degeri ise
boynun 6éninde bulunan tiroit bezinin fazla c¢alismasindan ileri gelen bir

bozukluga ve kansizliga sebep olur (16,17).

Kolesterol oksidaz steroitlerin izomerizasyonunu ve oksidasyonunu saglayan
FAD ‘a bagli bir enzimdir(9,11). Enzim molekulinde 492 tane amino asit
kalintisi vardir. Aktif merkezdeki amino asitler His447, Wat541, Glu361°dir.En
6nemli amino asit kalintisi Glu361°dir. Glu361 mekanizmadaki izomerizasyon
basamaginda bir proton alicisi gibi gbérev yapar. Sekil.2.1.’de Glu361 klcuk
sari toplar olarak gdsterilmistir. Proteine baglh FAD, enzimin mavi renkte

gbsterilen a-heliks ile gevrelenmigtir (16).

Sekil 2.1. Kolesterol oksidaz enziminin tg¢ boyutlu yapisi

2.3.1. Kolesterol oksidazin kaynaklari

Kolesterol oksidaz farkli ortamlarda bulunan mikroorganizmalardan elde
edilmistir. Bunlarin siniflandinimasi yillar boyunca gelistirilmistir. ilk defa
Turfitt, Nocardia erythropolis mikrobundan enzimi izole etmis ve kolesteroltin



yUkseltgenmesi (zerine etkilerini incelemigtir. Stadtman ve arkadaslari
ekstrakte edilen serbest enzimin (mycobacteriumdan elde edilen)
inkllbasyonundan 4-kolest-3-on ‘u elde etmislerdir. Bu gelismelerden sonra
bir cok mikroorganizmalarda bu enzim bulunmustur. Kolesterol oksidazin
elde edildigi mikroorganizmalar agagida verilmigtir (18,19).

e Corynebactericum

e Arthrobacter

e Nocardia erythropolis ve Rhodococcus eryhcopolis
e Nocardia rhdochrous ve Rhodococcus rhdochrous
e Mycbacterium

* Pseudomonas

e Schizopyllum commune

* Brevibacterium cholesterolicum

e Streptoverticillium cholesterolicum

e Streptomyces violascens

e Rhodococcus

Streptomyces bakterisinden elde edilen kolesterol oksidazin ézellikleri (17):

Sistematik adi : E.C.1.3.3.6 kolesterol : oksijen oksidorediiktaz
Gorandmu : Donmus toz hali sarndir.

Molekdl agirlig : Yaklasik 59 kDa ( jel filtrasyonu ile )

izoelektrik noktasi :5,1 +0,1 ve 5,4 +0,1

inhibitérleri : iyonik deterjanlar , Hg **, Ag **

Optimum pH :6,5-7,5

Optimum sicakhk :37°C

pH kararliligi :4,0-9,0

Termal kararhihgi  :70 ° C * nin altinda
Kararlihgi :37 *Cde enazbiray



Farkl kaynaklardan elde edilen enzimin ézelliklerinde farkhhklar géralir (18).

Gizelge 2.1. Cesitli kaynaklardan elde edilen enzimlerin 6zelliklerinin
karsilastiriimasi

Bakteriadi  Optimum Optimum Km Ma inhibitr-
pH sicaklik leri
Nocardia 7 32°C 55-45-69 — —
+0,3mM
Rhodococcus — — — 80-40 —
kDa
Brevibacterium 7 37°C — 55k Da —
Sterolicum
Streptomyces 7 37°C 4,5- 59 kDa iyonik
6,7.10™*M deterjan-
lar,
Hg™, Ag™
Pseudomonas 7 37°C — 56 kDa Fe',
Zn*",
Hg**

2.3.2. Reaksiyon mekanizmasi

Kolesterol oksidaz enziminin katalizledigi reaksiyon mekanizmasi asagida
gosterildigi  gibidir. Katalizleme iki safhada gerceklesir. ik reaksiyon
kolesteroliin kolest-5-en-3-on‘a ylkseltgenmesi, ikinci reaksiyon ise kolest-5-

en-3-on‘ un kolest-4-en-3-on ‘ a izomerizasyon reaksiyonudur (19).
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Sekil 2.2. Kolesterol oksidaz enziminin reaksiyon mekanizmasi

2.3.3. Substrat spesifikligi

Nacardia, Brevibacterium, Streptomyces, Corynebacterium' dan elde edilen
kolesterol oksidazin substrat spesifikligi deneyleri detayli olarak yapilmigtir.
Nacardia, Brevibacterium, Schizophyllum, Streptomyces’dan elde edilen
kolesterol oksidazin substrat olarak kolesteroli kullanmasi halinde
oksidasyon oranlari karsilastirilmistir. Smith ve Brooks bunlarin substrat

spesifikligini detayli olarak aciklamiglardir.

Pseudomonasdan elde edilen enzimin substrat spesifikligi ile ilgili cok az sey
bilinmektedir. Enzim ile farkli steroitlerin bagil yikseltgenme oranlari élgim
hidrojen peroksit olusumuyla midmkindir. Diger kaynaklardan elde edilen
kolesterol oksidaz enziminin aktivitesi icin 3B-hidroksi konfigirasyonu
o6nemlidir. Farkh kaynaklardan elde edilen enzimin substrat spesifikligi de

farkhlik gésterir.
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Substrat olarak dehidrokolesterol kullanildiginda bagdil olarak %78 oraninda
yUkseltgenme gd6zlenmistir. Bu ayni zamanda Streptomyces Violascens ve
Streptoverticillum Cholesterilium'dan elde edilen enzimler iginde tercih edilen
bir substrattir.Nocardiadan elde edilen enzim igin dehidroizoandesteron
substrat olarak etki gbstermedigi halde, Streptomyces Violascens ve
Streptoverticillum Cholesterilium'dan elde edilen enzimlerde substrat olarak
aktiflik gdstermistir. Pseudomonas‘dan elde edilen kolesterol oksidazin
substrat spesifikligi tabloda verilmistir (18).

Cizelge 2.2. Kolesterol oksidaz enziminin substrat spesifikligi

Substrat (0,5 mM) Bagil aktivite ( % )
Kolesterol 100
Dehidrokolesterol 78
Ergosterol 51
Stigmasterol 40
Stigmastanol 32
7-dehidrokolesterol 24
Testesteron 0
5-kolesten 0
Dehidroizoandesteron 0
Kolestiril linoleyt 0

2.3.4. Kolesterol

Kolesterol 3-hidroksi-5-dehidro kolestan olup, hayvansal organizmalarda en
cok bulunan bir steroldiir. insan viicudunda bulunan kolesteroliin bir kismi
besinler ile disaridan alinirken buyutk bir kismi da yag asitleriyle esterlesmis
haldedir. Kolesterol, kan plazmasinda yaglar ve yag asitlerinin tagsinmasinda
rol alir ve diger steroit bilesiklerinin sentezinde ¢ikis maddesi olarak kullantlir
(14,15).
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Kolesterol yasam icin gerekli olan mum kivaminda yagimsi bir maddedir.
Beyin, sinirler, kalp, badirsaklar, kaslar, karaciger basta olmak Uzere tim
vicutta yaygin olarak bulunur. Vicut kolesteroll kullanarak hormon, D
vitamini ve yaglan sindiren safra asitlerini Gretir. Bu islemler i¢gin kanda ¢ok az
miktarda kolesterol bulunmasi yeterlidir. Kanda fazla miktarda kolesterol
bulunmasi  kolesterolin kan damarlarinda birikmesine, damarlarin
daralmasina, sertlesmesine yol acar. Kolesterol hangi organin damarlarinda
birikirse o organa ait hastaliklar ortaya cikar. Ornegin kalbi besleyen atar
damarlarda kolesterol birikimi olursa, gdgus agrisi, kalp krizi gibi sorunlar
olusur. Bobbrek damarlarindaki birikim ise yUksek tansiyon ve bobrek

yetmezligine yol agabilir.

Kolesterol normal kosullarda kanda ¢6zinmez. Kanda c¢6zinmesi igin
karacigerde bir proteinle birlesmesi gerekir. Bu Kkolesterol ve protein

birlesimine lipoprotein adi verilir. iki gesit lipoprotein vardir.

e DUstk yogunluklu lipoproteinler(LDL): Kan kolesterolinin yaklasik %70’ini
tasimaktadirlar. Kan damarlan duvarlarina girebilmek igin yeterince
kUguUktlrler ve damarlara zarar verirler. Kétl kolesterol olarak adlandirilirlar.

¢ Yiksek yogunluklu lipoproteinler(HDL): Vicudun kullanmadigi kolesteroll
karacigerden safraya bosaltmak Uzere tasir. Kolesterolin bir cins ters
naklini yaptidi igin iyi kolesterol olarak adlandirilirlar.

Kanda kolesterol ve LDL kolesterolin ylksek olmasi ylksek risk
olusturmaktadir. Ayrica HDL kolesterollin distk olmasi da bir risktir. Normal
sartlarda insan kan plazmasinda 130-260mg/100 mL kolesterol bulunur.
Bunun Uzerindeki degerler yiksek kolesterol seviyesi olarak bilinir (20).
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2.3.5. Kolesterol oksidazin uygulama alanlari

¢ Gida analizlerinde kolesterol tayini amaciyla kullanilr.

Kolesterol Oksidaz

Kolesterol + O, > kolesteron + H>O»

katalaz

H.O, + metanol > formaldehit + 2 H>,O

Formaldehit + NH;* + 2-asetilaseton ——» Lutidin Boyar maddesi+ 3 H.O

Katki maddesi olarak yumurta sarisi iceren gidalarda kolesterol tayini amaci
ile kullantlir (6).

¢ Klinik analizlerde kolesterolin belirlenmesi amaciyla kullanilir. Kolesterol
estaraz, kolesterol oksidaz ve peroksidaza bagli enzimatik kolorimetrik
metot kolay duyarli ve 6zeldir. Bu ylizden de rutin analizler igin uygundur.
Buda asagidaki kimyasal reaksiyonlara dayandiriimaktadir.

Kolesterol esteraz

Kolesterol asetat + H>O >  Kolesterol + asetik asit

Kolesterol oksidaz

Kolesterol + O, » kolest -4-en-3-on + H>O»

Peroksidaz

H-O, + 4-aminofenazon + fenol »  Kinonimin boyasi

Bu Ornekteki ilk reaksiyonda kolesterol esterleri kolesterol esteraz tarafindan
kolesterol ve yag asitlerine hidrolizlenir. ikinci reaksiyonda kolesterol,

kolesterol oksidaz tarafindan kolest-4-en-3-on ve HO.' ye yukseltgenir.
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H.O,, peroksidaz katalizérliginde 4-aminofenazon ve fenol varliginda renkli
4-(p-benzokinon-monoimino)fenazon olusumunu saglar. indikatér ve
stokiyometrik olarak eslesmis reaksiyonlar yardimiyla kolesterol derigimine
ulasilir (21).

e Etkin enzim gulcli bir bécek o6ldurictdir ve endistriyel tarimda zararli
bdcekleri kontrol eden bir maddedir (22).

2.3.6. Analitik uygulamalar

Analitik inceleme olarak kolesterol oksidazin kullanimi igin birgok yeni

uygulamalar vardir.

a) Farkli érnek tlrlerinde kolesterollin saptanmasi icin kullanilir. Bu érnekler
» Toplam ve esterlesmis serum
> Yuksek ve dusuk yogunluklu (HDL-LDL) lipoprotein élgimu

b) Hucrelerdeki kolesterol tayini ve enzimlerin yol actig1 hiicre zarlarinin
parcalanmasinin tespit edilmesi

c) insan safrasi ve safra taslarindaki toplam kolesterol tayini

d) Kemiliminesans ve floresans metotlariyla kolesterol tayin etme

e) Biyosensoér yapimi ve enzimin polimer matriksine modifiye edilmesi

Genelde kolesterol tayini icin bir cok metot H>O. &6lcimine dayanir. Bu
nedenle bu metotlar dogrudan olmayan metotlardir. Bunun nedenleri
cesitlidir. Birinci olarak H2O>" in renk yapici bilesenlerle eslesmesi sonucunda
ylksek seviyede renk verici maddeler olusur. Buda daha hassas kolesterol
dlcimii elde edilmesini saglar. Ikinci olarak H.O.' nin redoks tepkimesi agik
bir sekilde saptanir. Buda kolay voltametrik ve amperometrik Olgim
yapilmasini saglar (18).
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3. ENZIM iMMOBILIiZASYONU

Enzimler 6zel bazi bioorganik reaksiyonlarin olusumunu hizlandiran ve
verimini arttiran protein yapisinda molekilleridir. Cok yUksek katalizleme
glclne sahip olan protein yapisindaki enzimler metabolizmaya katilan
madde molekullerini etkinlestirirler. Sekerlerden alkolin tesekklll, peynir
yapilmasi, sarabin sirkelesmesi ve idrarda amonyak tesekklll gibi enzimatik
olaylar ¢cok eski zamanlardan beri bilinmektedir (6).

Protein yapilarindan dolayi enzimler isi, 1sik, basing, kuvvetli asit ve baz
etkisi ile bozunurlar. Aslinda her enzimin kendine 6zgu sicaklik, pH ve basing
kosullari bulunmakla beraber etkinlik optimumu 40°C dolaylarindadir.

Endlstriyel uygulamalarin ¢ogu sulu cbézeltilerde gerceklestirildiginden
katalizbr olarak kullanilan serbest enzimin, aktivitesini yitirmeden geri
kazaniimasi olduk¢a zor ve pahali bir proses gerektirir. Serbest enzim,
reaksiyon ortamindan istenilen anda uzaklastirlamadigindan reaksiyonun
kontroll ¢cok guctlr. Reaksiyonun istenilen anda durdurulmasi icin inhibitér
katilmasi dusUnulebilir. Ancak serbest enzim tarafindan Kkirletilmis olan
reaksiyon Uriinlerine bdylece yeni bir kirlilik unsuru eklenmis olacaktir. Ur{in
veya drinlerin bu kirlilik unsurlarindan aritiilmasi maliyeti ¢cok arttirmaktadir.
Katalizér olarak kullanilan serbest enzimi reaksiyon ortamindan aktivitesini
yitirmeden ¢ikarabilmek zor oldugundan enzimin yeniden kullaniimasi da s6z
konusu degildir. Bu ise enzimlerin ¢ok spesifik ama o 6l¢iide pahali katalizér
olmalari nedeniyle maliyeti yUkselten énemli bir etmendir. Ayrica serbest

enzimler surekli Gretim sistemlerine de uygulanamazlar (6,24-27).

Bilim adamlari tim bu sorunlarn olumlu yénde ¢dzimleyebilmek, enzimleri
endustriyel ve biyoteknolojik alanda daha cgekici hale getirmek igin, daha
ekonomik ve kullanigl hale getiriime olanaklarinin arastirilmasina
ybnelmislerdir. Béylece enzimlerin 1sisal, mekanik ve kimyasal kararliliklarini

arttirma ve bircok kez kullanilabilme dislincesi immobilize enzim olgusunu
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dogurmustur. Ozellikle son yillarda gida ve ilagc sanayilerinde, analitik kimya
uygulamalarinda saf Grin elde etmek amaciyla katalizér olarak kullanilan
enzimlerin immobilize edilerek teknolojide de kullaniimalarn biylik 6énem
kazanmistir. Ozellikle son 30 yilda enzim immobilizasyonu (zerine
arastirlamalar yogunlasmis olup bu alanda yapilan yayinlarin sayisi yildan

yila artmaktadir.

Enzimler suda ¢6zinmeyen bir makrikse baglandiklarinda , matriksin icinde
tutuklandiklarinda veya katalitik  etkileri kaybolmadan birbirlerine
baglandiklarinda immobilize olurlar. immobilize enzimlerin  &ézellikleri

kullanilan metoda ve matriksin yapisina bagli olarak degisebilir.

immobilizasyon islemi ile:

1. immobilize enzimin optimum pH ‘ si degisebilir.

2. Ky, deg@eri immobilizasyondan etkilenebilir

3. Enzimin optimum sicakhginda artiglar olabilir.

4. Matriks enzim igin yeni bir ortam olugsturarak enzimin aktivitesini degisik
yollardan etkiler. Enzimin aktif bélgesi degisiklige ugrayabilir veya matriks

substratin hareketini engelleyebilir (6).

Matriks enzim igin yeni bir ortam olusturarak enzimin aktivitesini degisik
yollarla etkiler. Kelime anlami olarak hareketi sinirlandirma anlamina gelen
“immobilizasyon” tutuklanmis enzim molekullerinin  slrekli bir islemde

kullaniimasidir.

Enzim molekdllerinin tutuklanma islemi :

1. Enzimin suda ¢6zinmeyen polimere kovalent olarak baglanmasi

2. Suda ¢éziinmeyen organik veya inorganik desteklerde adsorpsiyonu

3. Suda ¢béztinmeyen jel matriksler veya yari gecirgen mikrokapsduller icinde
tutulmasi suretiyle yapilmaktadir. Her durumda enzimin yerlesmesi icin

suda ¢bzinmeyen bir materyal gereklidir (6).
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Son yillarda immobilizasyon teknolojsinin 6nemi hizla artmakta olan
arastirma alanlarinin baslicalarindandir. Uygun destek maddelerine ilac,
protein, enzim, mikroorganizma, bitki yada hayvan hicreleri ylksek
dizeylerde tutuklanip yapay organ sistemleri biyosensdér ve reaktdr
uygulamalarn ile kontrolli ila¢ salinim sistemlerinde yaygin bir bigcimde
kullaniimaktadir.

Tarihte ilk enzim immobilizasyonu Nelson ve Griftin (1916) tarafindan
adsorpsiyon yéntemi ile gerceklestiriimistir. Modern anlamda ise ilk olarak
Grubhofer ve Schleith (1954) tarafindan bazi immobilize enzim tlrevleri
hazirlanarak kinetik parametreleri incelenmigtir. Daha sonra bu alandaki
calismalar dinyanin her tarafinda popularite kazanmis olup enzimler degisik
amag ile immobilize edilmistir (28).

Basta Amerika Birlesik Devletleri ve Japonya olmak (zere bircok Ulkede
immobilize enzimler yardimiyla 0Oretim yapan fabrikalar kurulmustur.
Ulkemizde ise bu konuda endiistriyel boyutta herhangi bir uygulamaya heniiz
rastlanmamistir (6,28).

Enzimlerin adlandiriimasinda oldugu gibi immobilize enzimler igin kullanilan
terimlerde de bir kargasa meydana gelmigtir. Suda ¢6zinmeyen enzim,
baglanmis enzim, matrikse bagh enzim, tutuklanmis enzim gibi terimler de
kullanilmigtir. 1971  yilinda yapilan 3.Biyoteknoloji BiyomUhendislik
Sempozyumu ve 1.Enzim Muihendisligi Konferansinda “immobilize enzim*
terimi tavsiye edilmis bdylece modifiye enzimlerin isimlendiriimesine acgiklik
getirilmistir. immobilize enzim gergeve bir isim olup tiim degerleri kapsarken

“tutuklanmig®, “c6ziinmez hale getirilmis®, “baglanmis” gibi terimler yalniz alt
bir immobilizasyon yéntemini ifade etmektedirler (6).

Enzim immobilizasyonunda dikkat edilmesi gereken hususlar; enzim
immobilize edilirken aktif merkezin bu islemlerden kesinlikle etkilenmemesi

gerekir. Aktif merkezde iki bélge vardir. Bunlardan biri katalitik merkez digeri
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ise substrat spesifikligi saglayan merkezdir. Aktif merkezdeki amino asitler
veya merkezin ¢ boyutlu yapisi degdisirse katalitik aktivite diser ve substrat
spesifikligi degisir. Immobilizasyonun saglikli olabilmesi igin enzimin
yapisinin ¢ok iyi bilinmesi gerekir. Enzim ile destek arasinda herhangi bir
baglanma s6z konusu ise bu baglanmanin aktif merkez U(zerinde
gerceklesmeyecegi destekler secilmeli veya immobilizasyon iglemi sirasinda
aktif merkez korunmalidir. Bu koruma goérevi bazen kompetitif inkibator
tarafindan saglanir. immobilizasyon islemi lHiman kosullarda
gercgeklestiriimelidir. YUksek basing , kuvvetli asidik veya bazik ortam ,
organik ¢dzlcller veya ylksek tuz konsatrasyonu ile muamele

denatlrasyona dolayisiyla aktivite kaybina neden olur (6).

immobilizasyon ydntemi seciminde :
e Guvenirlik

e Enzim aktivitesinin korunmasi

e Maliyet

e immobilize enzimin kararlihg

dikkat edilmesi gereken 4 ana husustur.

Enzimatik aktivitenin korunmasi ¢cok énemli olup, 6zellikle kovalent baglanma
ile immobilizasyonda enzim ile destek arasinda olusan baglarin aktiviteyi ve
kararlihg1 dogrudan etkiledigi g6z 6ntinde bulundurulmalidir.

Destek seciminde ise, immobilizasyon yéntemi birim hacimdeki aktivite ve
istenen mekanik dzellikler Gizerinde durulur. iyonik veya kovalent baglanma
ile gerceklestirilen immobilizasyonda desteknin fonksiyonel gruplar icermesi
zorunludur. YUKIU desteklerin kullaniimasi enzimin optimum pH’sinin 1-2
birim, K., degerinin ise 10 kati kadar degisimine sabep olabilir. Substrat
blylk ise tutuklanma ydntemleri ve por6z destekler uygun degildir.
Gozeneksiz destekler icin enzim aktivitesi, destek partikilin dis ylzeyi ile

orantihidir.
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immobilizasyon sirasinda enzim molekilleri konformasyonel degisiklige
ugrayabilir. immobilize enzimin zincir hareketleri cesitli faktérlere baghdir.

Bunlar asagida verilmistir.

> Immobilizasyonda kullanilan kimyasallarin tipi
» Destek ile enzimin karsilikli etkilesmesi

» Akitiflestirici veya ¢apraz baglayici kimyasallar ile enzimin etkilesmesi gibi.

Enzimler icinde bulunduklari ¢evre tarafindan etkilenirler. Enzimin kati destek
Uzerinde immobilizasyonu enzimin etrafindaki mikrogevreyi etkileyebilir. Buda

enzmin gbérinen davranislari Gzerinde bazi degisiklikler olusturur (36).

immobilize enzimlerin en dnemli avantajlari su sekilde siralanabilir (6,30-32).

1. immobilize enzimler , reaksiyon ortamindan kolayca uzaklastirilabilir.
(stizme, santrifljleme gibi ) ve Urlnlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi
bir problem yaratmaz.

2. immobilize enzimler, cevre kosullarina (pH, sicaklik vb.) Karsi

dayaniklidir.

immobilize enzimler birgok kez ve uzun siire kullanilabilir.

immobilize enzimler dogal enzime gére daha kararlidir.

immobilize enzimlerde Girlin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

AR

immobilize enzimler, birbirini izleyen c¢ok adimli reaksiyonlar igin
uygundur.

7. immobilize enzimler bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir
aktivite g6sterebilirler.

8. immobilize enzimlerde kendi kendini pargalama olasiligi azdir.

Enzimin immobilize edilmesinin bazi dezavantajlari da vardir. Bunlarin

baslicalari asagida 6zetlenmistir (33).

1. immobilizasyon islemi boyunca enzim aktifligi azalabilir veya kaybolabilir.
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2. Gok basamakli immobilizasyon islemlerinde enzim kararlihgi sinirlidir.
3. Enzim desteklerinin maliyeti yUksektir.

3.1. Destek Secimi

Enzime gobre destek sec¢imi ¢ok &6nemlidir. Destek secgiminde partikdl
bayUkligu, toplam yuzey, hidrofilik gruplarin hidrofobik gruplara orani ve
destedin kimyasal bilesimi kriterleri esas alinir. Baglanmis enzim miktari ve
enzimin immobilizasyon sonrasindaki aktivitesi destegin yapisina baglidir.
Genel olarak destegin hidrofil karakteri ve ylzeyi arttik¢ca birim destek basina

bagli enzimin miktari da artar.

Enzim immobilizasyonunda dogal veya sentetik birgok organik ve inorganik
materyal kullaniimaktadir. Destek membran, suda c¢bézinmeyen kati veya
polimer olabilir. Destekte olmasi gereken o&zellikler asagida verilmigstir
(31,32).

» Hidrofil karakter

» Suda ¢éziinmeme

» Gozenekli ( pordz ) yapl

= Mekanik kararlilik ve uygun partiktl formu

= Kimyasal ve termal kararlilik

» Mikroorganizmalara karsi direnclilik

= Zehirsizlik

» Rejenere olabilme

» Kovalent baglanmada kullanilacak destekler iiman kosullarda reaksiyon
verebilen fonksiyonel gruplar tasimal

Enzim immobilizasyonunda en yaygin kullanilan destekler cgizelge 3.1.'de

verilmistir.



Cizelge 3.1. Yaygin olarak kullanilan destekler
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Anorganik Dogal Polimerler Sentetik Polimerler

Kil , cam Sellloz Polistiren tlrevleri
Silikajel Nisasta Poliakrilamit

Bentonit Dekstran Naylon

Hidroksiapatit Agar ve agaroz Vinil ve alil polimerler
Titandioksit Karragenan Oksiranlar
Zirkonyumdioksit Kollojen Metakrilat

Nikeloksit Kitin ve kitosan iyon degistirici recineler
Pomza tasi Jelatin Maleikanhidritpolimerleri
Aktif karbon AlbUmin

Metaller ipek

Metal oksitler Aljinat

3.1.1. Polimerler

Polimerler (makromolekdl), kigik ve basit bir kimyasal birimin pek cok
sayida tekrarlanmasiyla olusan blytk bir molekulddr. Polimer molekullerini
olusturmak Gzere birbirleriyle kimyasal baglarla baglanan ki¢ik molekillere
monomer adi verilir. Monomerlerin birbirine baglanabilmeleri i¢in Uzerlerinde
vinil, karboksil vb. gibi fonksiyonel gruplar olmalidir. Monomer birimlerinden
baslayarak polimer molekillerinin elde edilmesine yol acan reaksiyonlara
polimerizasyon reaksiyonlari denir. Polimer olusturan yapi birimleri hemen
hemen monomere benzer. Bir polimer molekilinde bu yapi birimlerinden
(tekrarlanabilir Gnite) ylzlercesi bir aradadir ve bu nedenle polimerler yiksek
molekdl agirhigina sahiptir.

YUksek polimerler kovalent bir yapi goésterir. Polimerlerin kovalent yapili
makromolekdillerden olustugu varsayimi 1920 yilinda Staudinger tarafindan
ileri strGlmastdr. Polimerlerin olusmasini dizenleyen temel bilimsel ilkeleri

1925-1935 yillari arasinda bulunmustur. Polimer maddelerinin  c¢esitli
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Ozellikleri dolayisiyla endustriyel Olcllerde kullanima baglanmasi ise bu
yUzyilin basglarinda gergeklesmigtir (34,35).

Polimerlerin en belirgin 6zellikleri su sekilde 6zetlenebilir (36).

e Molekdl agirliklari genellikle birkag bin ile birkag milyon arasinda degisir.

e Belirli tekrarlanan Unitelerden olusurlar.

e Polimer sentez reaksiyonlari ¢cok fazla sayida basamaklardan olusur.

e Polimer genel olarak disperstir, yani belirli bir polimer érneginde cesitli

zincir uzunlugunda polimer molekalleri vardir.

Polimerlerin siniflandiriimasi farkl bigimlerde yapilabilir.

e Dogada bulunmasina gére ( dogal , yapay )

e Organik veya inorganik olusuna gore ( organik , inorganik )

e Sentez tepkimesine goére ( basamakl , katilma )

e Zincirin kimyasal ve fiziksel durumuna gére ( dogrusal , dallanmis , capraz
bagli )

e Isiya karsi davranisina gére ( termoplastik , termoset )

e Zincir yapisina gére ( homopolimer , kopolimer )

Tek tir monomerlerden olugan polimer homopolimer, birden c¢ok tirde
monomerlerden olusan polimer ise kopolimer olarak tanimlanir.
Monomerlerin zincir Uzerinde siralanma sekline bagh olarak kopolimerler;
rastgele, ardisik, blok ve asi olarak siniflandirilirlar. Bu tir kopolimer
tarlerinin ¢apraz bagl bicimleri de vardir. Pamuk, yun, ipek, kagit, deri ve
kaucuk gibi ginlik yasamda kullandigimiz dogdal organik polimerler canli
arinG olup yapilari son derece karmasiktir (34).

Dogal polimerler, dogada kendiliginden olusan polimerlerdir. insanlar her
dénemde bu polimerleri degdisik alanlarda kullanmiglardir. Cok farkli dogal
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polimerler vardir. Bitki ve agaclarin yapisini olusturan selliloz dogada en bol
bulunan polimerdir. Seliiloz gibi genelde dogada bulunan polimerlerin énemli
bir kismi canlilarin yapisinda yer alir. YUn, sag, tirnak protein yapisindaki
dogal polimerlere drnektir.

Bazi durumlarda uygun islemlerle dogal polimerlerin kimyasal yapilari
degistirilir ve baska &zelliklere sahip polimerler hazirlanir. Ornegin ¢éziinmez
karakterdeki  selUlozun  hidroksil  gruplarinin  tamamina yakininin
asetillenmesiyle, ¢bzlnebilen selliloz nitrat olugur. Dogal polimerlerden
cikilarak yapilarinin degistiriimesiyle elde edilen bu tir polimerlere yar-

sentetik polimer adi verilir.

Sentetik polimerler ise uygun monomer veya c¢ikis maddeleri kullanilarak
insanlar tarafindan hazirlanir(35). Sentetik polimerler fiziksel ve kimyasal
Ozelliklerinden dolayr enzim immobilizasyonunda destek materyali olarak
siklikla kullanilirlar. Sentetik polimerler mikroorganizmalarin saldirilarina
kars! direnglidirler ve safliklarini korurlar. Yaygin olarak kullanilan sentetik
destekler polistiren, vinil ve allil polimerler, poliamitler, poliakrilatlar,

polimetakrilatlar ve bunlarin tlrevleridir.

Hidrojeller , sulu ortamda sisebilen ve ¢ boyutlu capraz bagh hidrofilik
Ozellikte ag yapili polimerlerdir. Yapilarina ¢bzlci alma kapasitesi kendi
kitlesinin en ez %20’si kadardir. Hidrojeli olusturan ag yapi ¢apraz baglar ile
birbirine baglanmis polielektrolit zincirlerden olusur. Bu zincirlerde substitue
grup olarak genellikle karboksilik asit gruplari bulunur. Polimer zincirleri
Uzerindeki negatif yUkler birbirini iterler ve geniglerler. Karboksil gruplari
ayrica hidrojen baglari ile suyla etkilesirler. Gapraz baglarin varligi polimer
zincirlerinin - ¢6zlnmeksizin jelin sismesini saglar. Son zamanlarda
hidrojellerin genig bir kullanim alaninin oldugu ortaya ¢ikmistir. Kontrollt ilag
salinimi, kontak lens, g6z hekimligi, kan torbalarinin yapiminda kullaniimasi

gibi pek c¢ok uygulama alani vardir. Hidrojeller, elastik yogdunluklari,
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yumusakliklari, yliksek su hacmi ile biyouyumlulugu gibi 6zelliklere sahip
olmalari nedeniyle neredeyse canl dokulara benzerler (37).

Hazirlama yéntemlerine gdre 4 tir hidrojel bulunmaktadir.

e Homopolimerik hidrojeller: Tek bir hidrofilik monomerin ¢apraz baglanmasi
ile olusurlar.

e Kopolimerik  hidrojeller: iki komonomerin capraz baglanmasi ile
hazirlanirlar. Ancak monomerlerden biri hidrofilik yapida olmalidir.

e Coklu polimerik hidrojeller: iki yada daha fazla komonomerin reaksiyonu ile
olusurlar .

e ic ice gecmis ag yapili hidrojeller (IPN, interpenetrating network) : Capraz
bagh iki polimerik érgunin fiziksel olarak karismasi ile olusmaktadir.

Makromolekuler zincirler, c¢bézelti icinde, ideal durum disinda bir takim
etkilesimlere ugrayabilirler. Elektrostatik etkilesimle, hidrojen baglari, yuk
aktarimi gibi ikincil baglanma kuvvetlerinin sebep oldugu, iki yada ikiden fazla
farkh makromolekdler zincirinin birlesmesiyle elde edilen bilesikler genellikle
“inter polimer kompleksleri” olarak adlandirilir (38). inter polimer kompleksi

olusumunu etkileyen en énemli faktérler

e pH
e Polimer zincir uzunlugu , yapisal dizginlik
e Termodinamik 6zellikleri ( entalpi , entropi )
e Secimlilik ve yer degistirme reaksiyonlari
e Katl hal 6zeliklerindeki degismeler
« iyonlarla etkilesim 6zellikleri

seklinde siralanabilir.

Makromolekuler zincirlerin, ideal hal disinda ¢o6zelti icerisinde etkilesim
halinde olabilecedi daha 6éncede belirtiimigti. inter polimer komplekslerini,

genel olarak ana etkilesim kuvvetlerine gbre 4 gruba ayirmak mimkundur.
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Polielektrolit kompleksler
Hidrojen bagli kompleksler
Stereo kompleksler

> 0 bh -

YUk transfer kompleksleri

Polielektrolit kompleksler, zit yUkli polielektrolitlerin, yani polianyonlar ve
polikatyonlarin  karigtirimasiyla coulomb  kuvvetlerinden kaynaklanan
etkilesimler sonucu olusurlar. Polielektrolit kompleksler genellikle ya
polikatyonlar ve polianyonlarin sulu ¢dzeltilerinin karistiriimasiyla yada uygun
fonksiyonel gruplar iceren monomerlerin polimerizasyonuyla elde edilirler.
Polielektrolit komplekslerin olusumu, bilesenlerin karakteristik 6zelliklerinden
(yuk yogunlugu ve polimer zincirinin sertligi, iyonik bdélgelerin pozisyonu) ve
kimyasal ¢evreden (pH, iyonik kuvvet, sicaklik, derisim) etkilenir. Ayrica
poliekeltrolit  etkilesimlerin  incelenmesi, bazi  biyolojik topluluklara
benzerliklerinden dolayi, biyolojik olaylarin anlasilmasina yardimci olabilir
(39). Bu tir komplekslere 6rnek olarak kitosan ve poli(2-akriloamido-2-
metilpropansulfonik asit), poli(etilenglikol) ve poli(metakrilikasit) verilebilir
(40,41).

Hidrojen bagi iceren kompleksler, proton alan ve proton veren birimler
tasiyan polimerlerin bilesiminden olusurlar. Bu tir komplekslerin olusumu
polielektrolit komplekslerde kullanilan ydntemler ile incelenir. Infrared, Raman
ve NMR qibi spekiroskopik gibi metotlar, H-bagh komplekslerin
incelenmesinde sikg¢a kullanilan yéntemlerdir. Bu tir komplekslesmeye 6rnek
olarak, poli(karboksilik asit) ve poli(oksietilen), poli(vinilalkol) ve poli(akrilamit)
verilebilir (39,42).

Stereo kompleksler genel olarak Van der Walls kuvvetleriyle, izotaktik ve
sindiotaktik polimer c¢ift tdrlerinin etkilesimi sonucunda olusur. Bu tir
kompleksler, yuksek diizeyde 6zel yapisal diizenlilik gésterirler. Polar organik
cbzlculerde kompleks, bir c¢bdzelti, olarak elde edilir ve kompozisyonu
([izotaktik])/[sindiotaktik] birimlerinin mol orani) yaklasik 1/2 kadardir. Tersine
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apolar c¢oézicllerde kompleks jel olarak elde edilir, ancak kompozisyonu
yine1/2 ‘dir (39).

YUk aktarim kompleksleri, elektron alan ve elektron veren polimerlerin yer
aldig1 sistemlerde yUk transferleri sirasinda meydana gelen etkilesimler
yoluyla olusur. Bu tir kompleksler genellikle, UV-Goérinir bdlge
spektrumlariyla karakterize edilirler. Tekrarlanan birim orani hemen hemen
esit orandadir. Bu tir intermolekiler komplekslerin olusumu Gzerine bugine
degin sadece birka¢ teorik ¢alisma yapilmigtir. YUk aktarim komplekslerine
O6rnek olarak, poli(akrilik asit)-metal-poli(akrilamit) Gg¢li komplekslerinin
elektriksel &zelliklerinin  ve yapisal karakterizasyonunun incelenmesi

3+ 40ir. Bu konu ile

verilebilir. Bu calismada kullanilan metal iyonlar Er** ve La
diger bir calisma ise poli(akrilik asit), poli(N-vinil-2-pirolidon) ile yapilmigtir

(43,44).

3.2. immobilizasyon Yéntemleri

immobilizasyon enzim molekdillerinin hareketini veya serbest diflizyonunun
sinirlayan bir proses olarak tanimlanabilir. Genellikle bu proses suda
c6zlnmeyen bir destede baglanmasi ile gerceklesir.

19601 yillardan bu yana enzimlerin immobilizasyonu igin birgok
immobilizasyon  yontemleri  gelistiriimigtir.  Genel olarak enzimlerin

immobilizasyon yontemleri sekilde verilmistir (5,6).



Enzim immobilizasyon

27

Yéntemleri
Baglama Tutuklama
Capraz Enzim Taslyiclya Jelde Mikro Lipozom
Baglama Kopolime- Baglama tutuklama kapsulleme teknigi
rizasyonu
Fiziksel Adsorpsiyon iyonik Selat Kovalent Biyospesifik
adsorpsi- ve gapraz baglama baglama baglama baglama
yon baglama

Sekil 3.1. Enzim immobilizasyon ydntemleri

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak yéntemi secerken, immobilizasyon

sirasinda veya immobilizasyondan sonra enzim aktif merkezinin zarar

gbérmeyecegi bir ydéntem olmasina dikkat edilmelidir.

Béyle bir secim

yaparken enzimin yapisi ¢ok iyi bilinmelidir. Enzim ile destek arasinda

herhangi bir baglanma s6z konusu ise ya bu baglanmanin aktif merkez

tzerinden gerceklesmeyecegi destekler secilmeli yada immobilizasyon islemi

sirasinda aktif merkez korunmalidir (45).

Enzim immobilizasyon yéntemleri ¢ok farkli kaynaklarda degisik sekillerde

siniflandinimalarina karsin fiziksel ve kimyasal olmak Uzere iki ana baslk

altinda toplanabilir.

1. Kimyasal Yontemler

» Kovalent baglanma

» Capraz baglanma

2. Fiziksel Yontemler

= Adsorpsiyon ile immobilizasyon

» Hapsetme ile immobilizasyon

o Mikrokapsdl ile hapsetme yontemi

o Kafes tipi hapsetme yéntemi
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3.2.1. Kimyasal yontemler

Bu ybntem, suda ¢6zinmeyen aktiflestirilmis polimer ile enzim arasinda
kovalent bag olusumu veya birden fazla enzim molekUli arasinda capraz bag
olusumunu gerektirir. Bu ybéntem c¢ogdunlukla tersinmezdir yani serbest

enzimin yeniden geri kazanilmasi mimkin degildir (46,47).

Kimyasal ydéntemle immobilizasyonla birlikte enzimin kimyasal ve fiziksel
Ozellikleri de degisebilir. Bazi organik fonksiyonel gruplar ¢ikarilarak , farkl
yapida ve aktivitede gruplar elde edilebilir. Bdylece immobilize edilmis
enzimlerin, serbest haldeki 6zelliklerine gbre degismeler gdzlenebilir.
Kararlilik ve dayaniklilik agisindan pek c¢ok UstUnlUkleri ortaya ¢ikarken
kinetik 6zelliklerinde de farkhhklar géralir.

Kimyasal baglanma ydnteminde suda ¢cézinmeyen fonksiyonlu polimer ile bir
veya daha ¢ok enzim moleklll arasinda en az bir kovalent bagin meydana
gelmesi gerekmektedir (46).

Kimyasal ydontem ile immobilize edilmis enzimin serbest haline goére farkl
aktiviteye sahip olmasinda, secilen enzim ve destek maddesinden baska
spesifik birlesme sartlari da énem tasir. Bir enzimin destegine basarili bir
sekilde baglanabilmesi ve aktivasyonun saglanabilmesi igin enzim ile
destedin cok 6zel uygulamalardan gecmesi gereklidir (48). Elde edilen
enzim-destek sistemi, serbest enzime gbére daha distk katalitik etkinlik
gbsterebilmektedir (49). Bu durumun blyik molekdl agirlikh substratlarin ve

makromolekillerin sterik engellenmesinden ileri geldigi 6ne strtlmustir(50).

Kimyasal baglanma ile immobilizasyonun Gstinliga, immobilize enzimin gok
kararli olmasi, destek maddesinin ¢ok dayanikli olmasi gibi dnemli avantajlari
vardir. Bunun yaninda immobilizasyon veriminin sinirli olmasi, reaksiyon

sartlarinin ¢ok 6zel olmasi , kimyasal olarak inert olan destek maddelerine
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uygulanamamasi gibi bazi dezavantajlari da vardir (46). Kimyasal baglanma

ile immobilizasyon iki grupta incelenir.

o Kovalent baglanma

o Capraz baglanma

Kovalent badlanma

Enzim ile suda ¢6zinmeyen aktiflestiriimis destek arasinda kovalent bag
olusumu enzim immobilizasyonunda sik kullanilan bir yéntemdir. Bu
ybntemin sagladigi yararlar, enzim tirevlerinin kararli olmasi ve enzimin

cozeltiye gecmemesi olarak siralanabilir.

Kolavent bagl enzim sistemleri ile ilgili ilkk ¢ahismalar Gruphofer ve Schleith
tarafindan 1953 yilinda diazoaktiflenmis poliamino stirene; a-amilaz, pepsin

ve ribonlkleazin immobilizasyonu ile baslamistir.

Kovalent baglanma genellikle enzimin yapisinin ve fonksiyonel gruplarinin
bilindigi durumlarda kullanilir. Kovalent bagl destek-enzim kompleksinin
aktifligi dogal enziminkinden farkli olabilir. Bu farkin buyUklGgli destek
materyalin bi¢cim ve buyUkligine, etkilesme metodunun dodasina, destek
materyalin bilesimine, enzimin yapisina ve reaksiyon sirasindaki spesifik

sartlara baghdir (51).

Kovalent baglanma ile immobilizasyon, destek ylzeylerde uygun bir
yontemle etkin bdlgeler olusturarak enzim molekilleri ile destek yuzeyler
arasinda kovalent bag olusturur. Enzim molekdlleri destek ylzeye a ve B —
amino gruplar, karboksil, hidroksil, imizadol, sdlfidrilgruplari, fenol halkalar
gibi bazi 6zel fonksiyonel gruplar Gzerinden baglanir. Bu gruplardan —SH ve
B-amino gruplari destek ylzeyindeki uygun gruplar ile dogrudan tepkimeye
girebilir. Bunun yaninda —OH gruplari gibi bazi gruplarin destek grupla
tepkimeye girmeden dnce aktive edilmeleri gerekir.
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Baglanmas istenilen grubun aktivasyonu destek ylzeyinde gerceklesir,
bdylelikle katalitik aktivite azalma riski ortadan kaldinhr. Gruplarin
aktivasyonu igin, -OH gruplarinin siyanojen bromir (CNBr) ile aktivasyonu
veya —COOH gruplarinin klorla aktivasyonu érnek olarak verilebilir.

Kovalent baglanma yénteminin en blylk avantaji, baglarin ¢ok kuvvetli
olmasi, bdylece her tirli akis ortamindan kullanilabilirligidir. Enzim destek
materyali Uzerinde yer aldigindan substrat ile temasi kolaydir. Ayrica enzim
molekili ve destek materyali birlikte genellikle 1sil kararhilik g0sterirler.
Yéntemin dezavantaji, destek materyali ile enzim arasindaki siki etkilesim

enzimin dogal konformasyonunu bozabilir (52).

Capraz baglanma

Klaguk molekdlll iki veya daha ¢ok fonksiyonlu maddeler (reaktifler), enzim
molekilleri ile aralarinda bag yaparak sonug¢ta suda ¢b6zlnmeyen
komplekslerin  olugsmasini saglarlar. Capraz baglanma derecesi ve
immobilizasyon, protein ve reaktif konsantrasyonuna, pH ve immobilize
edilecek enzime ¢ok baglidir. Molekll i¢i baglanmalar yaninda molekaller
aras! baglanmalarda s6z konusudur (53).

Gapraz baglanma ile enzimlerin immobilizasyonu ¢ok basit olmasina ragmen
enzimlerdeki 6zel fonksiyonel gruplarin capraz baglayici olarak
kullanilabilmesi icin gereken sartlarin secimi ve olusturulmasi zordur(29).
Enzim aktifligi; reaksiyon siresi, iyonik siddet, pH, sicaklik, ¢capraz baglayici
madde ve enzim konsantrasyonu gibi fakidrlere ve bunlar arasindaki

dengeye baglidir.

Bu yéntemin en énemli avantaji, tek bir islemde enzimleri immobilize etmek
icin fonksiyonlu maddelerin kullanilabilmesidir. Yéntemin dezavantaji ise
molekiller arasi capraz baglanma reaksiyonun kontrol edilmesindeki
glcliklerdir. Capraz baglanma reaksiyonu ¢ok 1limli  sartlarda



31

gerceklesmediginden bazi durumlarda 6nemli Olclde aktivite kaybi séz
konusudur. Bunun yani sira ¢apraz bagh enzimler mekanik bakimdan g¢ok

kararsizdir. Bu sebeplerden dolayi sik kullanilan bir ydntem degildir (6).

3.2.2. Fiziksel yontemler

Fiziksel ydntemler kovalent bag olusmasina dayanmayan ,enzimin belirli bir
yere tutturulmasini icerir. Enzim immobilizasyonu elektrostatik etkilesme,
iyonik bag olusumu, proteinler arasi etkilesme gibi belirli fiziksel kuvvetlere
bagll kalmaktadir. immobilizasyon, enzimin destek maddesindeki mikro
bdlmeler icerisinde veya gbézenekli membranlarda tutturulmasiyla saglanir.
Bu ybntemi, kovalent baglanma ve c¢apraz baglanma ile immobilizasyondan
ayiran en 6nemli 6zellik enzim molekdlinin kimyasal olarak herhangi bir
desteye baglanmamig olmasidir. Prensipte fiziksel immobilizasyon metotlari
tamamen tersinirdir. Bunun yani sira pek cok 6zel metotta, belirlenen ideal
davraniglar gbérilmez ve énemli élctide tersinmez bag olusumu gdézlenir. Bu
arada cok degiskenli ve kesin bir sekilde siniflandirilmasi mimkin olmayan

immobilizasyon tarleri mevcuttur (6).

Adsorpsiyon ile immobilizasyon

Enzim immobilizasyonunda kullanilan en eski ve basit ydntemdir.
Adsorpsiyonun asil amaci enzim immobilizasyonu olmayip enzim
saflastirmaktir. Ancak son 20-25 yildan beri suda ¢ézinmeyen desteklerde
adsorpsiyon ydnteminin enzim immobilizasyonunda oldukca sik kullanildig
gorulmektedir (54).

Ybéntem; ylzey aktif, suda ¢6zinmeyen kati matriksin (adsorban) enzim
cOzeltisi ile karistirlmasi ve enzimin asirisinin yikanarak uzaklastiriimasi
temeline dayanir. Enzimin kati matriks Gzeride fiziksel adsorpsiyonuna veya
iyonik baglanmasina dayanir. Fiziksel adsorpsiyonda immobilizasyondan
sorumlu kuvvetler hidrojen baglari, Van der Walls kuvvetleri ve hidrofobik
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etkilesmelerdir. Iyonik baglanma ile immobilizasyon proteinin yikli gruplari
ile destek materyalinin karsit yikleri arasinda ¢ekim kuvvetine dayanir.

Adsorbanlar c¢ok degisik tlrde olmakla birlikte iyi bir adsorpsiyon
saglayabilmek icin genellikle adsorbanin bir 6n islemden gegiriimesi
gerekmektedir. Enzim immobilizasyonunda en ¢ok kullanilan adsorbanlar,
aktifkarbon, gdézeneklicam, diatometopragdi, CaCOs, kil, paladyum, silikajel,
bentonit, hidroksiapatit, nisasta, gluta ve kalsiyum fosfattir (29). Bir enzimin
suda ¢6zlnmeyen destekte adsorpsiyonu pH, ¢6zlcd, iyon siddeti, enzim
adsorban orani ve sicaklik gibi faktérlere cok bagimlidir.

Metodun dezavantaji, enzim ile adsorban (destek maddesi) arasindaki zayif
baglardan dolayr adsorplanan enzimin kullanim esnasinda destekten
uzaklasabilmesidir. Bu ydntemde enzim aktifligini blydk 6lcide veya
tamamen korur. Ayrica adsorpsiyon ile immobilizasyon tersinirdir ve buda

destek maddesinin ve enzimin baska amaglar icin tekrar kullanimini saglar.

Hapsetme ile immobilizasyon

Bu ydntem polimerik matriks yapisinda veya yari gecirgen membranlarda
enzimin hapsedilmesine dayanir. Enzim sulu monomer veya polimer
cOzeltisinde ¢bzulir. Polimer olusumu; isiyla, gama radyasyonu veya UV
Isinlariyla baslatilir ve olusan hidrofilik polimer icinde enzim hapsedilir. Bu
ybntem her cesit enzimi, diger biyokatalizérleri, butin hlcreleri veya farkli
captaki mikroorganizmalar hapsetmek icin kullanilabilir. Hapsetme ile
immobilizasyon ydntemi mikrokapsul ve kafes tipi immobilizasyon olmak

Uzere iki gruba ayrilir (51).

Mikrokapstil ile Hapsetme

Mikrokapstl ile hapsetme metodu gbdzenekleri 10-1000pum ¢apli, yari

gecirgen membranlar icinde enzim molekullerinin hapsedilmesine dayanir.
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Yari gegirgen membran, buylk protein ve enzimlerin mikrokapsul disina
cilkmasina engel olurken, kigclk substrat ve drlnlerin serbestce girip

¢lkmasina izin verir.

Yari gegirgen mikrokapsullerin  hazirlanmasinda iki genel metot
uygulanmaktadir. Bunlardan birincisi koagtlasyona dayali olup kimyasal bir
reaksiyon icermeyen basit bir ydntemdir. Faz ayrimi polimerizasyonu olarak
adlandinihr. Gézlcu icerisinde enzim ve membran maddesi ¢ézilir ve bu
¢Ozelti mikrodamlaciklar halinde maddeye aktarilir. Bu ydntem ile yapilan
immobilizasyonda, enzim aktivitesinde blylk élcide bir artis saglanmaktadir
(55). Teknigin spesifik olmayisi ve basitliginden dolayr batin enzimlere

uygulanabilmektedir.

Diger mikrokapsulleme metodu, kimyasal 6zellik tasiyan ara ylzey
polimerizasyon metodudur. Bu metotda c¢Oktlricl madde icinde enzim
cozeltisinin  mikrodamlaciklari hazirlanir. iki sivinin birlesme noktasinda
polimerlesme gorilar. Yari gecirgen mikrokapsil membrani, iyi bilinen
poliamit (naylon) sistemi ile yapiir ve c¢ok g¢esitli diaminlerle, diasit
halojenrleri kullanilarak amit kopolimerleri elde edilir (55). Bu yari gegirgen
mikrokapstl membranlarinin gézenek c¢aplari, substrat molekulerinin kapsul
icine girisine ve 0rin molekdllerinin ¢ikisina olanak verecek blyuklikte

olmalidir.

Mikrokapstlleme ile hapsetme ybdnteminde herhangi bir modifikasyon
olmadigindan enzim akitifligi serbest enzim aktifligine c¢ok yakindir. Bu
yéntem ile oldukgca blyUk ylzey-hacim oranina ulasilir (56). Ylzey-hacim
oraninin blylk olmasi mikrokapsul icerisinde olusan enzim substrat
reaksiyonunu arttirir. ' Yontemin dezavantajlari, mikrokapsil olusumu
sirasinda ylUksek protein konsantrasyonuna gerek olmasi ve yiksek molekdl
agirlikl substrat ve drinler igin sinirlh olmasidir. Bu dezavantajlara ragmen

enzimler daha ¢ok mikrokapsulleme ile immobilize edilmektedirler.
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Kafes Tipi Immobilizasyon

Bu yéntem, enzim ¢bzeltisi icinde ylksek derecede ¢apraz bagh bir polimerin
olusturulmasi temeline dayanir. Polimerizasyon ve c¢apraz baglanmanin
olustugu ortamda enziminde bulunmasi ile enzim ¢apraz baglanma sonucu
olusan odaciklarda tutuklanir. Bu amacla en ¢ok kullanilan polimerler N,N-

metilenbisakrilamit ile capraz baglanmis poliakrilamittir.

Polimerlesme sonucu enzim molekllleri capraz bag aglarn arasinda
tutuklanmakta ve bdylece ¢dzeltiye gecmeleri engellenmektedir. Yéntemde
enzim iceren monomer veya polimer cozeltilerine UV veya gama isinlari

uygulanarak ytksek oranda capraz bagli bir polimer sebekesi olusturulur.

Kafes tipi immobilizasyonda, enzim molekdllerinin tutuklanabilmesi ve
substrat molekullerinin enzim molekillerine ulagsmasi igin gapraz bag ylzdesi
ayarlanmalidir. Capraz bag ylzdesinin asiri olmasi sonucunda substratin
enzim aktif merkezlerine ulasmasi engellebilir veya substrat enzimin zincir

yapisini zorlayip aktivitesini kaybetmesine neden olabilir.
Bu ydntemin avantajlari
Cok kolay uygulanabiliyor olmasi

Gergek bir fiziksel ydontem olmasi

Cok az miktar enzim ile gerceklesebilmesi

YV V V V

Capraz bag olusumunda kullanilan gama ve UV isinlari enzim yapisini ve

aktifligini kimyasal proseslerden daha az etkilemesi

» Ortamdaki capraz baglayici ve monomer konsantrasyonunu degistirmek
suretiyle farkli blyUklikte gbzenek igceren polimerik kafes Uretilebilmesi

» Polimerlesmenin genelde hem kolay hem de hizli bir sekilde

gerceklesebilmesidir. (57-59)
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Ydntemin dezavantajlar ise; immobilizasyon isleminde, jel olusumu sirasinda
yUrlyebilecek kimyasal olaylarin ve reaksiyon sicakliginin enzimi inaktif hale
getirmesi olanaginin bulunmasidir. Ayrica ¢apraz bagh polimerin ag 6rgusu
arasindan enzimin sizma ihtimali de mevcuttur. immobilizasyon islemi
sirasinda deney kosullarina ¢ok siki bagli olusu ve immobilize enzimin ancak
kicuk molekulll substratlara kars! iyi bir aktivite géstermesidir.

3.5. immobilizasyon yéntemlerinin kiyaslanmasi

GUndmuze kadar birgok enzim icin farkli immobilizasyon yéntemi uygulanmig
ve Onerilmistir. Ancak enzimlerin birbirlerinden ¢ok farkli kimyasal
karakteristikleri ve bilesenleri olmasi, ayrica kullanilan substrat ve Grinin
farkl kimyasal &zellikleri olmasi nedeniyle butliin enzimler icin ve b0tin
sartlarda uygulanabilecek kesin bir ydntem belirlemek muimkian degildir.
Ayrica her immobilizasyon yénteminin uygulama sartlarina gére avantajlari
ve dezavantajlari vardir. Bu nedenle immobilizasyonu disdndlen her farkh
enzim icin ve her farkli durumda bir veya birka¢ degdisik yontem &nerilebilir.
Tablo’da immobilizasyon yéntemlerinin  birbirine karsi  kiyaslamalari

gbsterilmigtir (6,3).



Cizelge 3.2. immobilizasyon yéntemlerinin kiyaslanmasi
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4. DENEYSEL KISIM
4.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

¢ Kolesterol Oksidaz (Kolesterol:oksijen oksidorediktaz, EC.1.3.3.6)
(Pseudomonas fluorescens' den elde edilen COD) Sigma(St Louis)

firmasindan temin edildi.

¢ Kolesterol

/

HO
Molekil katlesi: 386,66 g/mol

e Glisidil metakrilat (GMA)

H,C :(‘FCHs
7

?

CH
o T
\ CH,

Molekul katlesi : 142,16 g/mol
Yogunlugu: 1,075 g/mL

e Metil metakrilat (MMA)
HZC:‘C* CH3;
C=0
oc,



Molekul katlesi : 100,12 g/mol
Yogunlugu : 0,936 g/mL

e 1,2-Etilenglikoldimetakrilat ( EGDMA )

C‘):o
HQC:(‘:
CH3
Molekl katlesi : 198,22 g/mol
Yogunlugu : 1,051 g/mL

e Polietilenimin

~FCH2 — CH, —NH j—
I n

Molekdl katlesi : 750 000 g/mol
n=600 000, Yogunlugu = 1.08 g/mL

e 1-etil-3-(3-dimetilamino-propil)karbodiimid(EDAC)
Molekdl kitlesi : 191,7 g/mL

e Triton X-100
Yogunlugu: 1,065 g/mL

38



o Akrilik asit (AA)
CH2: (|jH

C=0

|
OH

Molekul katlesi : 100 g/mol
Aldrich firmasindan temin edildiler.

e Akrilamit (AAm)
CH,—CH
e=0
N,

Molekdl katlesi : 198 g/mol

¢ N,N’-metilen-bis-akrilamit (BAAmM)

CH2: ?H
CcC=—0

|
NH

CH, —CH
Molekul katlesi : 154,2 g/mol

¢ N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin (TEMED)

H
H;C , 1—1 CH;
>t &
H,C | CH;
H H

Molekal katlesi : 116,2 g/mol
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e Amonyum persiilfat (APS)
0O

"NH4 O —§—O0—0 S— O NH4"
0] 0]

Molekul kitlesi : 228 g/mol

Yogunlugu : 1,98 g/mol

e Epiklorhidrin C3HsCIO
Molekdl katlesi : 92,53 g/mol
¢ Propan 2-ol : C;HsCOOH
Molekul katlesi :60,10 g/mol
Yogunlugu: 0,78 g/mL
e Fosforik asit : H3PO4
Molekdl katlesi: 97,99 g/mol
e Sodyum dihidrojen fosfat : NaH>PO4.2H,O
Molekul katlesi :156,01 g/mol
¢ Disodyum hidrojenfosfat : Na;HPO4.2H,0O
Molekll Kitlesi : 177,99 g/mol
e Sodyum hidroksit : NaOH
Molekul katlesi: 40 g/mol
Merck(Almanya) firmasindan temin edildiler.
¢ Metanol : CH4,O
Molekul Kitlesi : 32,04 g/mol
Yogunlugu : 0,79 g/mL
Fluka(Almanya)firmasindan temin edildi.
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4.2. Kullanilan Aletler

UV-spektrofotometre : UNICAM UV/Vis Spektrofotometre

pH : Orion pH metre 420 A

Calkalamali su banyosu : ST 402 NUVE marka sicaklik kontrollii su banyosu
4.3. Kolesterol ve COD Enzimi Co6zeltilerinin Hazirlanmasi

2 mM , 25 mL kolesterol ¢dzeltisi hazirlamak icin 0,0193 g kolesterol, 2,56
mL propan 2-ol icerisinde ¢6zildii. Uzerine 0,4 mL Triton X-100 ilave edildi.
Hazirlanan ¢6zeltinin - homojenligini saglamak amaciyla c¢o6zelti iyice
karistirildi. Daha sonra fosfat tamponu (pH = 7, 0,1 M) ile hacmi 25 mL' ye
tamamlandi ve +4°C’ da saklandi (60).

Kolesterol oksidaz ¢dzeltisi ise, 1.10* mg kolesterol oksidaz enziminin (4,2

Unit/mg) 50 mL saf su icerisinde ¢dzilmesi ile hazirlanmigtir.
4.4. Kolesteroliin Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Kolesterollin kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi amaciyla ¢esitli derisimlerde
(2 —=3.10% mM) kolesterol ¢dzeltileri hazirlandi. Farkli derisimlerde hazirlanan
kolesterol ¢bzeltilerinden 0,4 mL alinip her birinin igerisine fosfat tamponu
(0,1 M, 3 mL, pH = 7) ve 0,03 mL enzim ¢dzeltisi ilave edilerek 35°C ‘de 2
dakika inkiibasyona birakildi. inkilbasyon sonrasi UV Spektrofotometresi
yardimiyla 240 nm‘de saf sudan olusan kér ¢ozeltisine karsi absorbans
degerleri 6l¢uldl. Kolesterol derigsimine kargi gelen absorbans degerleri

grafige alinarak kalibrasyon grafigi ¢izildi.
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1,2
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Absorbans
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Sekil 4.1. Kolesterol kalibrasyon grafigi
4.5. Enzim immobilizasyonu

4.5.1. Poli(akrilamit-ko-akrilikasit)/polietilenimin  kullanilarak  enzim

immobilizasyonu

Bu calismada, COD (kolesterol oksidaz) enziminin kovalent olarak
immobilizasyonu amaci ile, 6ncelikle poli(akrilamit-ko-akrilik
asit)/polietilenimin tam i¢ ice gecmis polimerik ag yapilari (IPN) sentezlenmis
ve daha sonra kolesterol oksidaz enzimi bu destekler zerine immobilize
edilmigtir. IPN sentezi asagdidaki sekilde serbest radikalik kopolimerizasyon
reaksiyonuna gore gerceklestiriimistir. Oncelikle, 1,5 g akrilamit (AAm), 1,5
mL akrilik asit (AA) ve 1,2 mL polietilen imin (PEI) (0,11 g/mL) 12 mL su
icine ilave edilerek iyice karistirilmistir. Daha sonra, bu karisima 0,45 g N,N*-
metilen-bis-akrilamit (BAAm) capraz bagdlayici olarak ilave edilmistir. Bu

polimerizasyon reaksiyonunda, redoks basglatici olarak amonyum perstilfat
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(APS) ve N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin (TEMED) kullaniimigtir. Bu amag
ile hazirlanilan ¢dzeltiye 0,083 g APS ve 1 mL TEMED ilave edilmis daha
sonra hizlica petri kaplarina bu karigimlar bosaltilmistir. Petri kaplari oda
sicakliginda polimerizasyon reaksiyonunun gergeklesmesi igcin 1 gln
bekletilmistir. Reaksiyondan sonra elde edilen IPN‘ler 5x5x5 cm?® olacak
sekilde kesilmigti. Reaksiyona girmemis monomerlerin ve c¢apraz
baglanmamis polimerlerin ortamdan uzaklastiriimasi icin elde edilen kipler
saf su igcinde 1 hafta bekletilmistir. Sekil 4.3. te ¢apraz bagh P(AA-ko-AA)

polimeri siyah renkte, PEI polimeri ise gri renkte gésterilmistir.

$,052_25°C_ 250,

APS 25°C’de serbest radikaller olusturur.

}|1 H

. |

N C- 1\ 504 - NG
| H;C ?

H H N

H Hj

H
HC N I|{|H /C : _ HaC \_
e

APS ve TEMED reaksiyona girerek cifttesmemis tek elektron iceren aktif
TEMED molekdli olusturur.
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k CH,—CH

m CH,—CH nCHf:?H |
cC=0 + c=0 + ?::O
| |
NH, OH I|\IH
(AAm) (AA) ?Hz
FH
H CcC=—0
20 PE| |
APS&TEMED CH, =CH
(BAAmM)
\ ]
CH, CH ‘ ‘ CH, CH_W ‘ CH, CH_J
‘ m L ‘ J n' L k'
T::O T::O C=0
NH, OH NH
—W CH,
‘ CH, CH, NH_J
S n NH
C=0
CH,— CH CH,—CH CH, — CH
I ‘ m” _ ‘ n” kn
NH, OH

P(AAm-ko-AA)/PE]

Sekil 4.2. Kimyasal yontemle sentezlenen p(AAm-ko-AA)/PEI, IPN’lerinin
olasli reaksiyon mekanizmasi
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Sekil 4.3. P(AAm-ko-AA)/PEI ,IPN’lerinin gbsterimi

Elde edilen IPN’ lere enzim immobilizasyonu 1-etil-3-(3-dimetilamino-propil)
karbodiimid (EDAC) yardimi ile kovalent olarak asagidaki sekilde
gerceklestiriimistir. ilk olarak, 100 mL saf su igine 20 gram hazirlanilan
polimer ve 0,1 gram EDAC ilave edilmistir. Bu karisim manyetik karistiricida
oda sicakhginda 24 saat sure ile iyi karistinlmistir. Bu sire sonunda
polimerler saf su ile yikanmistir. Ylzey aktivasyonu sonrasinda, modifiye
edilmis polimerler 50 mL enzim g¢bzeltisi (1.10“mg/50mL) icine ilave
edilmisgtir. Bu karigim oda sicakliginda 24 saat karistirilmis ve daha sonra
ylzeyler Uzerine kovalent olarak baglanmamis enzimlerin uzaklastirilmasi
icin polimerler saf su ile iki kez yikanmigtir. Daha sonra, enzim immobilize
edilmis  polimerler kullaniincaya kadar tampon cbézeltide +4°C’da

saklanmigtir.
N-R; o HN-R, 0 HN-R,
/ | 4 | e, 4l |
COOH + ﬁ —_— C—O—ﬁ—> g C—NH—Enzlm+(‘f
N'RZ N-R2 HN_R2

P(AAm-ko-AA)/PEI  Karbodiimid

Sekil 4.4. P(AAm-ko-AA)/PEI desteginin karbodiimid ile aktiflestirmesi
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4.5.2. Poli(metilmetakrilat-ko-glisidilmetakrilat)  kullanilarak  enzim

immobilizasyonu

Bu calismada oOncelikli olarak poli(metiimetakrilat-ko-glisidiimetakrilat)
hidrojelleri  sentezlenmis daha sonra hazirlanan polimer GUzerine enzim
kovalent olarak immobilize edilmistir. P(MMA-ko-GMA) hidrojelleri; MMA ve
GMA monomerleri ile etilenglikoldimetakrilat (EGDMA) ¢apraz baglayicisinin
serbest radikal kopolimerizasyon reaksiyonu ile sentezlenmistir. Hidrojellerin
sentezi igin % 22 hacim orani olan MMA ve % 7,5 hacim orani olan GMA
monomerleri, yizde hacim orani 1,88 olan capraz baglayicit EGDMA ile 3
mL metanolde ¢ézilmustir. Bu ¢dzeltilere 2 mL APS ve 4 mL TEMED stok
cOzeltilerinden ilave edildikten sonra 4 mm capli PVC plastik pipetlere
konulmustur. Polimerlesmenin tamamlanmasi igin 24 saat oda sicakhginda
bekletilmistir. Daha sonra plastik pipetlerden ¢ikarilan jeller polimerlesmeden
kalan monomerlerin ve safsizliklarin uzaklasmasi icin 3 giin saf su icerisinde
bekletilmistir. Bu jeller yaklasik 1 cm uzunlugunda kesilerek 50 °C ’ de

vakum etiiviinde kurutulmustur.
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Sekil 4.5. Kimyasal ydontemle sentezlenen P(MMA-ko-GMA) hidrojellerinin
olasi reaksiyon mekanizmasi



48

Elde edilen hidrojellere enzim immobilizasyonu epiklorhidrin yardimi ile
kovalent olarak asa@idaki sekilde gerceklestirilmistir. ilk olarak, 30 mL
epiklorhidrin igine hazirlanilan polimer ilave edilmistir. Bu karisim manyetik
kanistiricida oda sicakhginda 24 saat sire ile iyice karistirlmigtir. Ytzey
aktivasyonu sonrasinda, modifiye edilmis polimerler 50 mL enzim ¢b6zeltisi
(1.10*mg/50mL) icine ilave edilmistir. Bu karisim oda sicakliginda 24 saat
karistirlmis ve daha sonra ylUzeyler Gzerine kovalent olarak baglanmamis
enzimlerin uzaklastiriimasi igin polimerler saf su ile iki kez yikanmigtir. Daha
sonra, enzim immobilize edilmis polimerler kullanilincaya kadar tampon

cbzeltide +4°C’da saklanmigtir.

7 -HCl 7 + E-NH,
OH + CICH,—CH—CH; —> /—0—CH,—CH—CH, —>

o’ 7 .

P(MMA-ko-GMA) Epiklorhidrin

O——CH,—CH—CH,

OH NH—E

NN j\\\

Sekil 4.6. P(MMA-ko-GMA) desteginin epiklorhidrin ile aktiflestiriimesi
4.6. Aktiflik Tayini
4.6.1. Serbest COD in aktiflik tayini

Aktiflik tayini, 3 mL fosfat tamponu, 0,4 mL Kkolesterol c¢ozeltisi igeren
karisima 0,030 mL enzim ¢ézeltisi (1.10*mg/50mL) ilave edilerek reaksiyon
baslatiimistir. Reaksiyon 35'C’'da calkalamali su banyosunda 2 dakika
gerceklestiriimigti.  Reaksiyon  sonunda  olugsan  kompleksin UV
Spektrofotometresi  kullanilarak 240 nm‘de saf sudan hazirlanan kér

cozeltisine karsi absorbansi tayin edilmigtir. Aktiflik, Olcllen absorbans
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degerlerinden ve kolesterol kalibrasyon egrisinden yararlanilarak asagidaki
esitlik yardimi ile hesaplanmistir.

HIZ(V) = AC A Aoy « AC [4.1]
At At AAggg

Bu esitlikte C, g/mL olarak kolesterol derisimini géstermektedir.

COD icin 1 Unite enzim veya birim aktiflik, pH = 7,0° da 2 dakikada 35°C* da

1 mikromol kolesterolden, kolesterol 4-en-3-on olusturan enzim miktaridir.

4.6.2. Karboiimid kullanilarak immobilize edilen COD in aktiflik tayini

Karbodiimid kullanilarak immobilize edilmis COD in aktiflik tayini 4.6.1‘de
belirtildigi gibi yapilmistir.

4.6.3. Epiklorhidrin kullanilarak immobilize edilen COD in aktiflik tayini

Epiklorhidrin kullanilarak immobilize edilen COD n akitiflik tayini kisim
4.6.1'de agiklandigi gibi yapilmistir.

4.7. Aktiflige pH Etkisi

4.7.1. Serbest COD in aktifligine pH nin etkisi

Serbest COD 1n aktifligine pH'nin etkisini arastirmak amaciyla cesitli pH‘larda
(4.0-10.0) fosfat tamponu ile hazirlanan substrat ve enzim c¢oézeltileri

kullanilarak 4.6.1°‘de belirtilen reaksiyonlar gergeklestirilerek aktiflikler tayin

edilmistir.



50

4.7.2. Karbodiimid kullanilarak immobilize edilen COD in aktiligine pH

nin etkisi

Karbodiimid kullanilarak immobilize edilen COD in aktifligine pH'nin etkisini
arastirmak amaciyla cesitli pH‘larda (4.0—10.0) fosfat tamponu ile hazirlanan
substrat ve enzim c¢o6zeltileri kullanilarak kisim 4.6.1‘de agiklandigi gibi

aktiflikler tayin edilmistir.

4.7.3. Epiklorhidrin kullanilarak immobilize edilen COD in aktifligine pH

nin etkisi

Epiklorhidrin kullanilarak immobilize edilen COD in aktifligine pH'nin etkisini
incelemek Uzere gesitli pHlarda (4.0-10.0) fosfat tamponu ile hazirlanan
substrat ve enzim c¢ozeltileri kullanilarak 4.6.1°‘de belirtildigi gibi aktiflikler

tayin edilmigtir.

4.8. Aktiflige Sicakligin Etkisi

4.8.1. Serbest COD 1n aktifligine sicakligin etkisi

Serbest COD n aktifligine sicakhigin etkisini arastirmak amaciyla cesitli
sicakliklarda  (27°C—45°C) reaksiyonlar 4.6.1°de  verildigi  sekilde

gerceklestirilerek aktiflikler tayin edilmigtir.

4.8.2. Karbodiimid kullanilarak immobilize edilen COD in aktifligine

sicakligin etkisi

Karbodiimid kullanilarak immobilize edilen COD in aktifligine sicakligin
etkisini incelemek amaciyla g¢esitli sicakliklarda (27°C—45°C) kisim 4.6.1’de
verildigi gibi aktiflikler tayin edilmistir.
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4.8.3. Epiklorhidrin kullanilarak immobilize edilen COD In aktifligine
sicakligin etkisi

Epiklorhidrin kullanilarak immobilize edilen COD n aktifligine sicakhgin
etkisini incelemek amaciyla cesitli sicakliklarda (27°C—45C) reaksiyonlar
4.6.1°de verildigi sekilde gerceklestirilerek aktiflikler tayin edilmistir.

4.9. Aktiflige Substrat Derisiminin Etkisi
4.9.1. Serbest COD In aktifligine substrat derisiminin etkisi

Serbest COD In aktifligine substrat derisiminin etkisini incelemek amaciyla
cesitli derisimlerde (2-3.102 mM) hazirlanan kolesterol ¢dzeltileri kullanilarak
reaksiyonlar 4.6.1'de belirtildigi gibi gerceklestiriimis ve aktiflikler tayin
edilmistir.

4.9.2. Karbodiimid kullanilarak immobilize edilen COD in aktifligine
substrat derisiminin etkisi

Karbodiimid kullanilarak immobilize edilen COD n aktifligine substrat
derisiminin etkisini incelemek amaciyla gesitli derisimlerde (2-3.102 mM)
hazirlanan kolesterol coézeltileri kullaniimis ve 4.6.1‘de belirtildigi gibi

aktiflikler tayin edilmistir.

4.9.3. Epiklorhidrin kullanilarak immobilize edilen COD in aktifligine
substrat derigiminin etkisi

Epiklorhidrin kullanilarak immobilize edilen COD in aktifligine substrat
derisiminin etkisini arastirmak amaciyla cesitli derisimlerde (2-3.102 mM)
hazirlanan kolesterol ¢ézeltileri kullanilarak reaksiyonlar 4.6.1'de belirtildigi

gibi gerceklestiriimis ve aktiflikler tayin edilmistir.
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4.10. Depolama Kararlihgi

4.10.1. Serbest COD 1n depolama kararhhgi

Serbest COD In depolama kararlihgini incelemek amaciyla saf suda
hazirlanan enzim ¢ozeltisi buzdolabinda +4°C* de saklanmigtir.  Belirli
araliklarla enzim c¢ozeltisinden alinan &érneklerle kisim 4.6.1‘de aciklandigi
gibi aktiflik tayinleri yapilmigtir.

4.10.2. Karbodiimid kullanilarak immobilize edilen COD in depolama
kararhhgi

Karbodiimid kullanilarak immobilize edilen COD in depolama kararliligini
incelemek amaciyla buzdolabinda +4°C* de saklanan immobilize enzim belirli

araliklarla alinarak kisim 4.6.1‘de agiklandidi gibi aktiflikler tayin edilmigtir.

4.10.3. Epiklorhidrin kullanilarak immobilize edilen COD in depolama
kararlilhig:

Epiklorhidrin kullanilarak immobilize edilen COD in depolama kararlligini
incelemek amaciyla buzdolabinda +4°C‘ de saklanan immobilize enzim belirli

araliklarla alinarak kisim 4.6.1‘de agiklandigi gibi aktiflikler tayin edilmigtir.

4.11. Tekrar Kullanilabilirlik

4.11.1. Karbodiimid kullanilarak immobilize edilen COD in tekrar
kullanilabilirligi

Karbodiimid kullanilarak immobilize edilen COD in tekrar kullanilabilirligini
incelemek amaciyla hazirlanan polimerler +4°C‘ de buzdolabinda saklanmis
ve immobilize enzimin aktifligi 4.6.1'de belirtildigi gibi 60 kez tekrarlanan
deneylerle élctlmuastdr.
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4.11.2. Epiklorhidrin kullanilarak immobilize edilen COD in tekrar
kullanilabilirligi

Epiklorhidrin kullanilarak immobilize edilen COD in tekrar kullanilabilirligini
arastirmak amaciyla hazirlanan polimerler +4°C* de buzdolabinda saklanmis
ve immobilize enzimin aktifligi 4.6.1‘de belirtildigi gibi 60 kez tekrarlanan

deneylerle élctlmuastdr.

4.12. Termal inaktivasyon

4.12.1. Serbest COD In termal inaktivasyonu

Serbest COD In termal inaktivasyonunu incelemek Uzere farkli sicakliklarda
(40°C-55°C) ve farklh zaman araliklarinda (2-20 dakika) tutulan enzim

¢Ozeltilerinin aktiflikleri 4.6.1° de belirtildigi gibi tayin edilmistir

4.12.2. Karbodiimid kullanilarak immobilize edilen COD in termal

inaktivasyonu

Karbodiimid kullanilarak immobilize edilen COD in termal inaktivasyonunu
incelemek amaciyla farkl sicakliklarda (40°C-55°C) ve farkli zaman
araliklarinda (2—20 dakika) tutulan immoblize enzimlerin aktiflikleri 4.6.1° de

belirtildigi gibi tayin edilmistir

4.12.3. Epiklorhidrin kullanilarak immobilize edilen COD in termal

inaktivasyonu

Epiklorhidrin kullanilarak immobilize edilen COD in termal inaktivasyonunu
incelemek amaciyla farkh sicakliklarda (40°C-55°C) ve farkh zaman
araliklarinda (2—20 dakika) tutulan immobilize enzimlerin aktiflikleri 4.6.1° de

belirtildigi gibi tayin edilmigtir.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

5.1. Aktiflige pH nin Etkisi

Galismamizda serbest ve P(AAm-ko-AA)/PEI-CDI ve P(MMA-ko-GMA)-ECH
destekleri Uzerine immobilize edilen enzimin aktifliine pH’nin etkisini
incelemek amaciyla, c¢esitli pH’larda gergeklestirilen reaksiyonlar sonucunda
maksimum aktiflik degerlerinin pH ile degisimi Sekil 5.1’de verilmistir. Serbest
COD ve P(MMA-ko-GMA)-ECH kullanilarak kovalent olarak immobilize edilen
enzim i¢in optimum pH degeri 7 olarak bulunmustur. P(AAm-ko-AA)/PEI-CDI
deste@i Uzerine immobilize edilen enzimin ise optimum pH’si 7,5 olarak

bulunmustur.

Poliiyonik matriksler enzim immobilizasyonunda destek maddesi olarak
kullanildiginda, enzimin mikrogevresi ile reaksiyonun ana ¢ozeltisi arasinda
protonlarin ~ farkh  konsantrasyonlarda bulunmasina neden olurlar.
Polianyonlar enzim etrafindaki protonlari gekme egiliminde iken, polikatyonlar
bunlari iter. Dolayisiyla polimerik destek ¢evresindeki pH ana ¢ézeltiden farkli
olur. pH'daki kayma ayni zamanda enzim reaksiyonunun tipine ve matriksin
yapisina da baghdir. Difflizyonel sinirlamalar nedeni ile de ana ¢dzeltinin pH’
si reaksiyonun meydana geldigi matriks c¢evresininkinden oldukga farkh
olabilir. Diger taraftan enzim ile polimerik destek maddesi arasinda
olusabilecek farkl etkilesim kuvvetlerinin de (hidrojen bagi olusumu, dipol-
dipol etkilesimi gibi) pH’yi etkiledigi bilinmektedir. Sonu¢ olarak immobilize
edilen enzim serbest enzime gbére daha iyi bir pH kararlihgina sahip olmasi

beklenen bir durumdur.
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Sekil 5.1. Serbest ve immobilize kolesterol oksidazin maksimum aktifliginin
pH ile degisimi
Enzimler elektrolit karakterli olduklari icin enzim akitifligi pH ile degisim
gosterir. Enzim, substrat ve koenzim molekullerinde asidik ve bazik gruplarin
varligi pH degisimi ile enzim substrat (ES) kompleksinin kararlihgini etkiler.
Kararli ES kompleksi olustugunda reaksiyon hizi maksimumdur. Bu nedenle
serbest enzimler igin reaksiyon hizinin maksimum oldugu optimum pH degeri
belirlenir. Sekil 5.1’ de gbruldigl gibi COD enziminin aktifliginde asidik ve
bazik bdlgelerde bir azalma gdzlenmigstir. Sekilde de goérildigu gibi p(MMA-
ko-GMA)-ECH desteg@i Uzerine kovalent olarak immobilize edilen enzimin
optimum pH'si serbest enzim ile aynidir. P(AAm-ko-AA)/PEI-CDI destegi
Uzerine immobilize edilen enzimin pH degerinin 7,5’a kaymasinin nedeni ise
immobilize edilen enzim sistemlerinde matriks ile enzim arasindaki ikincil

etkilesimler(hidrojen bagi, iyonik polar etkilesimler) sonucu olabilir.
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Kolesterol oksidaz enziminin immobilizasyonunda optimum pH degerlerindeki
kaymanin asidik veya bazik bdlgelere dogru oldugu literatirlerde de
verilmistir. Yapilan bir calismada kolesterol oksidaz enzimi poli(HEMA-ko-
GMA) destegi kullanilarak kovalent olarak immobilize edilmis ve serbest ve
immobilize enzimin pH degeri 7 olarak bulunmustur (11). Baska bir
calismada enzim polivinil reginesi kullanilarak hapsetme ybéntemi ile
immobilize edilmigtir. Serbest enzimin pH kararlihgi 6-7,5 arasinda iken
hapsetme ile immobilize edilen enzimin pH kararlihd 5-9 arasinda
bulunmustur (61). Diger bir calismada kolesterol oksidaz enzimi gluteraldehit
aracihgi ile poliakrilonitril ylzeyine kovalent olarak immobilize edilmigtir.
immobilize ve serbest enzimin optimum pH’ si 7 olarak bulunmustur (62).
Diger bir galismada ise polipirolin film kullanilarak hapsetme ile immobilize
edilmis kolesterol oksidazin optimum pH’si 7 olarak bulunmustur (14).

5.2. Aktiflige Sicakligin Etkisi

Serbest enzim ile p(AAm-ko-AA)/PEI-CDI ve p(MMA-ko-GMA)-ECH
destekleri kullanilarak immobilize edilen enzimin akitifligini incelemek
amaciyla cesitli sicakliklarda gergeklestirilen reaksiyonlar sonucunda elde
edilen maksimum aktiflik degerleri Sekil 5.2'de verilmistir. Serbest COD
enzimi icin maksimum aktiflik 35°C‘de gézlenmistir. immobilize enzimler igin
optimum sicaklik ise 37°C’de g6zlenmigtir. Bu sicaklklarin altinda ve

Uzerinde enzim aktifliginin azaldig1 gézlenmisgtir.

Yapilan bir galismada polipirolin film Gzerine hapsetme ile immobilize edilen
kolesterol oksidaz enziminin optimum sicakligi 40°C olarak bulunmustur(14).
Diger bir calismada Streptomyces bakterisinden elde edilen serbest
kolesterol oksidaz enziminin optimum sicakhd 35°C olarak bulunurken
poli(HEMA-ko-GMA) destegi kullanilarak immobilize edilen kolesterol
oksidazin optimum sicakhgr 40°C olarak bulunmustur (11). Baska bir
calismada polianilin film kullanilarak immobilize edilmis kolesterol oksidazin
optimum sicakligi 35°C olarak bulunmustur (20).
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Sekil 5.2. Serbest ve immobilize kolesterol oksidazin maksimum aktifliginin
sicaklikla degisimi

Protein yapisinda olan enzimler belirli bir sicakliktan sonra (genelde 50°C’nin
Uzerinde) denatlre olmaya baslarlar. Sicakhk arttikca enzimlerin énce
tersiyer yapisi sonra sekonder yapisi (alfa sarmal yapisi) bozulur. Bu olaydan
enzimin aktif merkezi de etkilenir. Dolayisiyla enzim aktifligini kaybeder.
Enzim ile polimerik destek arasinda kovalent badglarin olusmasi enzim
hareketlerinde konformasyonel sinirlamalarin dogmasina neden olabilir.
Bununla bagll olarak optimum sicaklikta artis gbézlenebilir. Sonucgta enzim
katalitik aktifligini gésterebilmek icin daha blylk aktiflesme enerjisine sahip
olabilir. Sekil 5.2’de gorildigla gibi immobilize COD n optimum sicaklik
degeri serbest enzime gére 2 °C ylksek sicakliga kaymistir.
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5.3. Aktiflige Substrat Derigsiminin Etkisi

Serbest enzim ile p(AAm-ko-AA)/PEI-CDI ve p(MMA-ko-GMA)-ECH
destekleri kullanilarak immobilize edilen COD in aktifligine substrat
derisiminin etkisini incelemek amaciyla ¢esitli derisimlerde (0,125mM—-1mM)
hazirlanan kolesterol ¢ézeltileri kullanilarak 240 nm’de absorbans degerleri
okundu. Kalibrasyon grafiginden elde edilen edim yardimiyla reaksiyon
hizlar belirlendi. Reaksiyon hizlarindan yararlanilarak Lineweaver-Burk
grafigi cizildi (Sekil 5.3). Grafik yardimiyla K, , Vi, de@erleri hesaplandi.

k1 k2 -
E +S ‘ > ES —> E + U
K 1

Bu esitlikte; E = enzim, S = substrat, ES = enzim-substrat kompleksi, U =

artnd gosterir.

Enzim reaksiyon hizi Michaelis-Menten esitligi ile verilir.

Vmak . S
Vro"— Michaelis-Menten Esitligi [5.1]
Kn+$S

Michaelis-Menten esitliginin dlizenlenmesi ile Lineweaver-Burk bagintisi elde

edilir.
1 Km 1 1
V Vmak S Vmak

Bu esitlikte ; V = baslangic hizi , Vi = maksimum hiz |, Ky, = Michaelis sabiti

, S = substrat derisimi olarak belirlenir.
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Serbest enzim icin Kn=0,756mM, V=1,115 mM.dakika™, p(AAM-ko-AA)/PEI-
CDI kullanilarak immobilize edilen enzim igin Ky= 2,72mM, V,=0,908
mM.dakika™ bulunurken p(MMA-ko-GMA)-ECH kullanilarak immobilize edilen
enzim igin Kn=2,374mM, Vp, = 1,495 mM.dakika™ olarak bulunmustur.

P(AAM-ko-AA)/PEI-CDI ve p(MMA-ko-GMA)-ECH destekleri kullanilarak
immobilize edilen enzimin K., degeri serbest enzimin Ky, degerinin yaklasik 3
katidir. Bu artisin sebepleri enzim ve substrat arasindaki etkilesim,
enzimlerde vyapisal degismeler ve difflzyonel sinirlamalar nedeniyle
olabilir.Serbest enzime gére kati bir destek Uzerine immobilize enzimlerin
farkli kinetik davranislar gdstermelerinin birkag sebebi vardir. Bunlardan ilki,
enzim molekdlinde bazi konformasyonel (yapisal) degisiklik olmus olabilir.
ikinci olarak, immobilize edilen enzim ¢ézeltide bulunan substrat ile farkl bir
sekilde etkilesmis olabilir. Kinetik davranis Uzerine bu en 6nemli etkidir.
Ugiincli olarak, ¢ozelti ile destek arasinda substratin bir paylasimi vardir.
Bunun sonucu olarak da enzimin yakinlarindaki substrat konsantrasyonu ana

cbzeltiden ¢ok farkli olabilir.
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Sekil 5.3. Serbest ve immobilize kolesterol oksidazin Lineweaver-Burk
grafigi

immobilize edilmis enzimlerin K., degerlerindeki artis literatirlerde verilmistir.

Yapilan bir ¢galismada polianilin film kullanilan immobilize edilmis kolesterol

oksidaz icin farkl kosullarda K. degerleri 2,72 mmol.dm™, 3,26 mmol.dm™=,

0,51 mmol.dm™, 0,56 mmol.dm™ olarak bulunmustur (20).
5.4. Serbest ve immobilize COD in Depolanma Kararhhg:

Serbest enzim ile p(AAm-ko-AA)/PEI-CDI ve p(MMA-ko-GMA)-ECH
destekleri kullanilarak kovalent olarak immobilize edilmis COD enziminin
aktifligine depolanma siresinin etkisini incelemek amaciyla hazirlanan
O6rnekler +4°C’ de buzdolabinda saklanmistir. Belirli zaman araliklarinda
alinan 6rneklerin maksimum aktifliginin depolanma suresi ile degisimi sekil

5.4’de verilmistir. 12 gin sonunda serbest enzimin akitifligini %58 kaybettigi



61

gbzlenirken, p(AAm-ko-AA)/PEI-CDI kullanilarak immobilize edilmis enzim
aktifligini %98 korumus, p(MMA-ko-GMA)-ECH kullanilarak immobilize
edilmis enzimin akitifligini %94 korudugu gozlenmistir.20 ginin sonunda
serbest enzim aktifligini %90 civarinda kaybederken, p(AAm-ko-AA)/PEI-CDI
kullanililarak immobilize edilmis enzimin %94, p(MMA-ko-GMA)-ECH
kullanilarak immobilize edilmis enzimin aktifligini %88 korudugu gézlenmistir.
75 ginlin sonunda p(AAm-ko-AA)/PEI-CDI kullanilarak immobilize edilmig
enzimin aktifligini %76 korudugu gdzlenirken, p(MMA-ko-GMA)-ECH

kullanilarak immobilize edilmis enzim aktifligini %67 oraninda korumustur.

Enzimler c¢ozelti iginde saklandiklarinda zaman iginde konformasyon
degisimine ugrarlar ve buna bagh olarak aktifliklerinde bir azalma ve timuyle
yok olma gb6zlenebilir. Bu degisim ortamin pH’ sina, iyonik siddetine ve
sicaklik gibi faktérlere baghdir. Enzim ile destek arasindaki iyonik etkilesim
sonucunda immobilize enzim ylksek konformasyon kararliligina sahip
olabilir. Bunun sonucunda serbest enzime gére daha dayanikh olabilir.



62

100
90
80
70
60
50

40

Maksimum Aktiflik (%)

30

—&— Serbest COD
20 1 —&— P(AAm-ko-AA)PEI-CDI

—&— P(MMA-ko-GMA)-ECH

10 1

0 20 40 60 80
Depolanma Siiresi (giin)

Sekil 5.4. Serbest ve immobilize edilen kolesterol oksidazin maksimum
aktifliginin depolanma suresi ile degisimi

Yapilan bir galismada serbest enzim 20 gin icinde batlin aktivitesini
kaybederken poli(HEMA-ko-GMA) destedi kullanilarak immobilize edilmis
enzim aktivitesini %65 oraninda korumustur. 60 gin sonunda immobilize
enzim aktivitesini %43 kaybetmistir (11). Polivinil regine ile yapilan
immobilizasyon calismasinda ise serbest ve immobilize enzimler aktivitesini
10 glne kadar %10 kaybederken 10 gin sonunda aktivitedeki disis
hizlanmistir. Serbest enzim 40 gin sonunda aktivitesini tamamen
kaybederken immobilize enzimin aktivitesinde %70 oraninda duisls
g6zlenmistir. immobilize enzim 80 giin sonunda aktivitesini tamamen
kaybetmistir (61). Yapilan diger bir calismada polipirolin film kullanilarak
immobilize edilen enzim bir hafta sonra aktivitesini %98 oraninda korumustur.
21 gun sonunda aktivitesini %84 oraninda korumus bir ay sonunda ise
aktivitesini %40 oraninda kaybetmistir (14). Baska bir calismada serbest
enzim 20 gln sonunda aktivitesini yaklasik %30 korurken poliakrilonitril
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kullanilarak immobilize edilen enzim yaklasik %70 oraninda korumustur. 60
gln sonunda serbest enzim aktivitesini %94 oraninda kaybetmis buna

karsilik immobilize enzim aktivitesini %42 oraninda korumustur (62).

5.5. immobilize COD in Tekrar Kullanilabilirligi

Serbest COD In bir kez, immobilize enzimin ise aktifligini korudugu slrece
pek cok kez kullanimi mimkinddr. P(AAm-ko-AA)/PEI-CDI ve p(MMA-ko-
GMA)-ECH destekleri kullanilarak kovalent olarak immobilize edilen COD
enziminin tekrar kullanim sayisini incelemek amaciyla aktiflikleri tayin
edilmistir. Maksimum aktifligin kullanim sayisi ile degisimi Sekil 5.5te
verilmistir. P(AAm-ko-AA)/PEI-CDI kullanilarak immobilize edilen enzimin 10
kez kullanim sonunda akitifligini %94 oraninda korurken, 30 kez kullanim
sonunda %89, 60 kez kullanim sonunda ise akiifligini %83 korudugu
g6zlenmistir. P(MMA-ko-GMA)-ECH kullanilarak immobilize edilen enzimin
aktifligini 10 kez kullanim sonunda %88 korudugu gbézlenirken, 30 kez
kullanim sonunda %72 akitifligini korudugu gdézlenmistir. 60 kez kullanim
sonunda ise aktifligini %56 oraninda korumustur.

Tekrar kullanim sayisi enzimlerin uygulama alanlar igin 6nemli bir
parametredir. Bilindigi gibi serbest enzimlerin tek bir kez kullanimi s6z
konusu iken immobilize enzimlerin pek ¢ok kez kullanimi mimkindur. Ancak
immobilize enzimlerin tekrar kullanim sayisinin artmasiyla aktivitesinde bir
azalma go6zlenir. Bunun nedeni, enzimlerin énce tersiyer yapisinin daha
sonra da sekonder (alfa sarmal) yapisinin bozulmasindan ileri gelir. Bunun
sonucunda tekrar kullanim sayisi arttikca enzimler aktivitelerinin bir kismini

yada tUmUnU kaybederler.
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Sekil 5.5. immobilize kolesterol oksidazin maksimum aktifliginin kullanim
sayisl ile degisimi

Yapilan bir ¢alismada poli(HEMA-ko-GMA) destegi Uzerine kovalent olarak
immobilize edilmis enzimin tekrar kullanimi incelenmis ve 16 kez kullanim
sonunda aktivitenin hemen hemen ayni kaldigi gézlenmistir. 30 kez kullanim
sonunda ise immobilize enzimin aktivitesinin %24 oraninda dustagu
g6zlenmigtir (11). Baska bir calismada ise poliakrilonitril kullanilarak
immobilize edilmis kolesterol oksidaz enziminin tekrar kullanim sayisi
incelenmis ve immobilize enzimin 3 kullanimdan sonra aktivitesini %100
korudugu go6zlenmistir. Aktivitenin 10 kullanimdan sonra %63’e, 20
kullanimdan sonra %32'ye ve 30 kullanimdan sonra %11’e dustigu
gbdzlenmigtir (62).
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5.6. Termal inaktivasyon

Serbest COD ve p(AAm-ko-AA)/PEI-CDI ve p(MMA-ko-GMA)-ECH destekleri
kullanilarak kovalent olarak immobilize edilen enzimin maksimum aktifliginin
zamanla degdisimini incelemek amaciyla hazirlanan c¢oézeltilerin, degisik
zaman araliklarinda (2-20 dakika), degisik sicakhklarda (40°C—45°C)
aktiflikleri tayin edildi. $Sekil 5.6’da farkl sicaklik ve farkli zaman
araliklarindaki serbest ve kovalent olarak immobilize edilen enzimlerin
maksimum aktifliginin zamanla degisimi gdsterilmistir. Cizilen InA — t grafigi
yardimiyla hesaplanan inaktivasyon sabitleri Cizelge 5.1’de verilmistir.

Serbest COD enzimi 40°C‘de 20 dakika tutuldugunda aktivitesini yaklasik
%44, p(AAm-ko-AA)/PEI-CDI destegdi kullanilarak immobilize edilen enzimin
aktivitesini %60, p(MMA-ko-GMA)-ECH kullanilarak immobilize edilen
enzimin aktivitesini %56 korudugu gdzlenmistir. Serbest COD enzimi 45°C‘de
20 dakika tutuldugunda vyaklasik %20 aktivite gdstermistir. P(AAm-ko-
AA)/PEI-CDI destegdi kullanilarak immobilize edilen enzimin aktivitesini %40,
p(MMA-ko-GMA)-ECH kullanilarak immobilize edilen enzimin aktivitesini %32

korudugu gbézlenmistir.

Yapilan bir calismada 50°C’de 100 dakika tutulan serbest enzim %63 aktiflik
gbsterirken p(HEMA-ko-GMA) kullanilarak immobilize edilen enzim %88
aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (11).
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Sekil 5.6. Serbest ve immobilize kolesterol oksidazin maksimum aktifliginin
zamanla degigimi

Enzimler sicaklik ve slre arttikca konformasyon degisimine ugrarlar ve buna
bagll olarak aktivitelerinde azalma veya timuyle yok olma gézlenebilir. Sekil
5.6’da géruldigu gibi immobilize enzimler serbest enzime gbre daha yavas
inaktive olmustur. immobilize enzimlerin kuarterner yapilari korunmustur.
Enzimlerdeki denatlrasyon enzimlerin peptit zincirlerinin ¢ boyutlu
yapisinda gerceklesmis olabilir. Cizelge 5.1‘de ise sicaklik arttikga k;
degerinin arttig1 gézlenmistir. Ayrica immobilize enzimin k; degeri serbest

enzime gobre daha yuksektir.
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Cizelge 5.1 Serbest ve immobilize kolesterol oksidazin farkh sicakliklardaki
inaktivasyon sabitleri

Ornek inaktivasyon sabitleri(k; dak™")
40°C 45°C
Serbest COD 0,0442 0,0664
P(AAm-ko-AA)PEI-CDI 0,0285 0,0352
P(MMA-ko-GMA)-ECH 0,0398 0,0407

Enzimin 1sil kararhhid1 artarsa bu enzimlerin potansiyel kullanimi artacaktir.
Bir dizi immobilize enzimin ylUkselen termal kararlihdi incelenmis ve kovalent

immobilize ydéntemlerinde enzimin tGglncil yapisini korudugu gézlenmistir.
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6. SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESI

Kolesterol oksidaz enziminin polimerik destekler kullanilarak kovalent

immobilizasyonu ¢aligmalarinda, enzim aktifligine etki eden cesitli

parametreler incelenmigtir. Elde edilen sonuclar asagidaki gibi 6zetlenebilir.

1.

Serbest kolesterol oksidaz icin optimum pH degeri 7 olarak bulunmustur.
Poli(metilmetakrilat-ko-glisidilmetakrilat)-epiklorhidrin destegi kullanilarak
immobilize edilen enzimin pH degeri degdismemistir. Poli(akrilamit-ko-
akrilik asit)/polietilenimin-karbodiimid ile immobilize edilen enzimin pH

degeri 0,5 birim kaymis ve 7,5 olarak bulunmustur.

Serbest kolesterol oksidaz igin optimum sicaklik degeri 35°C olarak
bulunmustur. Poli(akrilamit-ko-akrilik asit)/polietilenimin-karbodiimid ve
poli ( metil metakrilat — ko — glisidil metakrilat ) - epiklorhidrin destekleri
kullanilarak immobilize edilen enzimin optimum sicaklik degeri ise 37°C

olarak bulunmustur.

Serbest kolesterol oksidaz icin Ky, degeri 0,756mM olarak bulunmustur.
Poli(akrilamit-ko-akrilik asit)/polietilenimin-karbodiimid ve poli
(metilmetakrilat — ko — glisidil metakrilat ) - epiklorhidrin destekleri ile
immobilize edilen enzim igin K, dederleri sirasiyla 2,72mM, 2,37mM

olarak bulunmustur.

Serbest kolesterol oksidaz icin V., degeri 1,115 mM.dakika™ olarak
bulunmustur. Poli(akrilamit-ko-akrilik asit)/polietilenimin-karbodiimid ile
immobilize edilen enzimin V., degeri 0,908 mM.dakika” bulunurken
poli(metilmetakrilat-ko-glisidilmetakrilat)-epiklorhidrin ile immobilize edilen
enzim igin Vy, degeri 1,495 mM.dakika™ olarak bulunmustur.
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5. Serbest kolesterol oksidaz enzimi 4°C‘ de depolandidinda 20 ginln
sonunda aktifligini %90 kaybederken, 75 ginin sonunda poli(akrilamit-ko-
akrilik asit)/polietilenimin-karbodiimid kullanilarak immobilize edilen enzim
aktifligini %75, poli(metilmetakrilat-ko-glisidiimetakrilat)-epiklorhidrin ile

immobilize edilen enzim aktifligini %67 korudugu bulunmustur.

6. Serbest kolesterol oksidaz enzimi 40°C’ de 20 dakika tutuldugunda
aktifligini %44 korurken, poli(akrilamit-ko-akrilik asit)/polietilenimin-
karbodiimid destedi kullanilarak immobilize edilen enzimin aktivitesini
%60 , poli(metilmetakrilat-ko-glisidilmetakrilat)-epiklorhidrin ile immobilize
edilen enzimin aktivitesini %56 korudugu bulunmustur. Serbest kolesterol
oksidaz enzimi 45°C* de 20 dakika tutuldugunda aktifligini %20
korumustur. Poli(akrilamit-ko-akrilik asit)/polietilenimin-karbodiimid destegi
kullanilarak immobilize edilen enzimin aktivitesini %40 korurken,
poli(metilmetakrilat-ko-glisidilmetakrilat)-epiklorhidrin kullanilarak
immobilize edilen enzimin aktivitesini %32 korudugu gézlenmistir.

7. Poli(akrilamit-ko-akrilik  asit)/polietilenimin-karbodiimid ile immobilize
edilen enzimin 10 kez kullanim sonunda aktifligini %94 , 30 kez kullanim
sonunda %89, 60 kez kullanim sonunda ise akitifligini %83 korudugu
gbzlenirken,  poli(metilmetakrilat-ko-glisidilmetakrilat)-epiklorhidrin ile
immobilize edilen enzimin aktifligini 10 kez kullanim sonunda %88, 30 kez
kullanim sonunda %72, 60 kez kullanim sonunda ise akiifligini %56

oraninda korudugu gbézlenmigtir.
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