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OZET

Saccharomyces cerevisiae invertaz endistriyel enzimler arasinda en 6énemli
olanidir ve endustride sukrozdan inveeker uretiminde kullaniimaktadir. Bu
calismada poliglutaraldehitl&accharomyces cerevisiae ekmek mayasi hicrelerinin
poliiretan kopuklere kovalent glanarak %75 verimle immobilize edilgtir.
Immobilize ve serbest enzim igin optimum pH 4,5timmobilize ve serbest enzim
icin optimum sicaklik 55°C’dir. Kinetik sabitler ({ ve Vmax) serbest invertaz icin
43,9 mM ve 9,3 mmolFru/dak.mg maya, immobilize enz¢in 68,8 mM ve 6,8
mmolFru/dak.mg maya olarak bulundmmobilize enzim 30 tekrar kullanim ve 30

gln boyunca aktivitesini korungtur.



SUMMARY

Saccharomyces cerevisiae invertase is one of the most important industrial
enzymes used for industrial production of inverya from sucrose. In this study,
Saccharomyces cerevisiae bakers’yeast cells immobilized covalently in podithane
foam by polyglutaraldehyde resulted in %75 actiwitgld. The optimum pH value
for immobilized and soluble enzyme were 4,5. Thdinopm temperatures for
immobilized and soluble enzyme were’g5 Kinetic parameters (Km and Vmax) for
soluble enzyme were 43,9 mM ve 9,3 mmolFru/min.regsy respectively, whereas
Km and Vm for immobilized enzyme were 68,8 mM y8 thmolFru/dak.mg yeast
respectively. Immobilized enzyme retained its astiduring 30 batch reaction and
30 days.
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1.GIRIS

Enzimler, biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlarinnbdiga zarar vermeyecek
ihmli sartlarda gercekkgnesini sglayan biyokatalizérler olarak tanimlanirlar.
Yeterli sartlarin s@lanmasi durumunda etkinliklerini gdsterebiliyor @liari,
enzimlerden dgal ortamlarin dundaki pek cok alanda yararlanabilme imkani
sgilamaktadir. Enzimler protein yapisindadirlar vet@rderin en buyik ve en ¢ok
0zellesmis grubunu olgtururlar. Bugln yakkak olarak bilinen 2000 enzim vardir.
1940’larin bainda ¢ok az sayida enzim saftlalabilmisken, bu rakam 1980’lerde
200U kristallendirilmg ve 1500’0 yuksek dizeyde satiailmis enzime ulamistir.

Enduistride kullanilan reaksiyonlarin  bir geo kimyasal ve biyolojik
katalizorlerin katalizlemesiyle gercektgilmektedir. Enzimler biyolojik olmayan
katalizorlerin ¢gunda bulunmayan dikkate ger pek cok Ozelfie sahiptir. Bu
Ozelliklerini yuksek katalitik aktivite (bilinen kiayasal katalizorlere gére daha fazla
etkinlik gosterebilmeleri), spesifik aktivite (suket secicilgi, stereosecicilik,
regiospesifiklik, geometri Ozgulfiii vb) ve 1limh sartlarda reaksiyon
gerceklgtirebilme (oda sicakyi, normal basing altinda ve sulu ¢ozelti ortaminda)

seklinde siralayabiliriz.

Endustriyel uygulamalarin g¢a sulu c¢ozeltilerde gerceklaildi ginden
katalizor olarak kullanilan serbest enzimin sulistra Grinden ayrilarak tekrar
kullanimi oldukca zordur. Bu sorunlarin ¢ozimunglagabilmek amaciyla son 30
yildir enzimoloji alaninda enzim immobilizasyon yémlerinin gelstiriimesine
calisiimigtir. Enzimlerin bir kez kullanimi yerine immobilizdilerek tekrarlanabilir
kullanimlarinin sglanmasi ekonomik acgidan biyik énemitammobilize enzimler
kimyasal katalizérlere oranla substratlarina sgesiinalari ve substratlarinin s
cok yuksek bir trin haline cevirme yetgme sahip olmalari nedeniyle; tipta,

biyomedikal ve biyoteknoloji alaninda ve endistrydggin olarak kullaniimaktadir.

Son yillarda enzim immobilizasyonu yaninda  mikr@mgma
immobilizasyonu da ©6nem kazargtm. Substrat, mikroorganizmanin icexdi

enzimlerden biri icin spesifik ise saf bir enzinmimmobilizasyonu yerine bunu igeren



mikroorganizmanin immobilizasyonu enzimin setfilalmasini

gerektirmeyecginden ekonomik agidan biyuk yaraglsanaktadir.

Gida endustrisinde yaygin olarak kullaniimakta dtarert seker (glukoz ve
fruktoz kargimi) Gretimi sukrozun asit hidroliziyle veya saf Idheki invertaz
kullanimi veya invertaz aktivitesine sahaccharomyces cerevisiae ile enzimatik
olarak gercekigiriimektedir. Enzimatik yontemle gercekte&ilen hidroliz elde
edilen drtndn renksiz, kokusuz ve saf olmasi sgbebasit hidrolizine tercih
edilmektedir. Ulkemizde gida fabrikalarinda kullamakta olan inverteker ise asit
hidrolizi veya ithalat yoluyla temin edilmekte oladztnur invertaz kullanilarak elde
edilmektedir. Soluble invertaz immobilizasyonuyarsilastirildiginda hcre ici
invertaz aktivitesine sahip tim hicrelerin immataByonu ekonomik avantajlar

sglamasina rgmen yaygin olarak uygulanmamaktadir.

Bu calsmada, ulkemizde uretilen ekmek may&accharomyces cerevisiae
(Pakmaya]ZMIT) politretan kopuklere immobilize edildi ve inveeker lretiminde
kullanildi.



2 KONU iLE iLGILi CALI SMALAR

2.1.Enzimlerin immobilizasyonu

Immobilizayon terimi enzimin suda c¢ozilebilir hargkdazdan, suda-
cbziinmeyen faza dogtiirilmesi olarak tanimlanmaktadir [Klibanov,198Bhzim
immobilizasyonu enzimlerin tekrar kullanimina vedesledilen Grinin ortamdan
kolayca ayrilmasina imkan @adigindan, immobilizasyon igin ucuz ve kullanima
uygun teknikler geftirmek 6zellikle endustriyel kullanimi olan enzimlagisindan
blyluk 6nem tamaktadir.

Immobilize enzimler, biyokimya, biyoteknoloji, biypt ve gida endustrisi
gibi alanlarda termal kararhlik, kullanim karaghl ve saf Urin eldesi gibi
dstunltkleri nedeniyle serbest enzimlere tercitineektedir.

Immobilize enzimin soluble enzime olan avantajlagiiyle siralayabiliriz:

* Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzakl&bilirler (stizme,
santrifijleme, vb.) ve urlnlerin enzim tarafindamletiimesi gibi bir problem
yaratmaz.

» Cevresartlarina (pH, sicaklik vb.) kardaha dayanikhdir.

» Bircok kez ve uzun sure kullanilabilir.

e Sdrekli proseslere uygulanabilirler.

» Serbest enzime kiyasla daha kararlidir.

«  Uruin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

» Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar icin uygdur.



* Bazi durumlarda serbest enzimden daha yuksek twuitakgosterebilirler.

* Enzimin kendi kendini parcalama (autolysis, setfedition) olasifii azalir.

Enzim immobilizasyonu 4 ana grupta incelenmektégikil 2.1):

a) Adsorpsiyon
b) Polimerik jele hapsetme (entrapment)
C) Kovalent bglama
d) Bifonksiyonel reaktiflerle capraz-gama
-
E E-
E E E-
E- E
—
a
T E\
EE e E
\EE|ElE E— ‘E<\
gE L E
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E: Enzim

Sekil 2.1Immobilizasyon Csgitleri

2.1.1.Adsorpsiyon

Adsorpsiyon metodu kovalent glanma icin fonksiyonel olmayan birstgici
matrikse enzimin zayif kuvvetlerle ganmasi ile sglanmaktadir. Destek
materyaline uygun pH ve sicakliktaki enzim cozeliiave edilir, sistem birkag
dakika kartinlir ve daha sonra adsorbe olmayan enzim c@&eltikamayla

uzaklgtirlir. Enzim immobilizasyonu icin genel olarak lkanilan metot olarak



adsorpsiyonun avantaji, herhangi bir reaktife #ggiyduymamasi ve aktivasyon igin
gerekli olan basamaklarin minimum olmasidir. Adsomn yontemi fiziksel
adsorpsiyon ve iyonik Iganma gibi iki farklisekilde gerceklgtiriimektedir(Tablo
2.1.). Iyonik baslanma ile fiziksel adsorpsiyon arasindaki ana fayonik

baglanmada enzimle §&yici arasindaki gdanmanin daha kuvvetli olmasidir.

2.1.1.1. Fiziksel Adsorpsiyon

Enzimlerin immobilizasyonu icin kullanilan bu ydnesuda-¢c6zinmeyen
taslyicinin ytzeyine protein  yapidaki enzimin fiziksadsorpsiyonu temeline
dayanir. immobilizasyon, enzimin aktif merkezinde veya konfasyonunda

degisime neden olmamaktadir.

Enzimle talyici arasinda zayif lgganmalar olgtugundan sicakhk, pH ve
iyonik siddetin deisimiyle veya sadece substratin vamida bile proteinin
tastyicidan ayrilabilmektedir. Fiziksel adsorpsiyonuhger bir dezavantaji ise
spesifik olmamasidir. Bir matrikse adsorbe edilamzimin kararlilg fiziksel
adsorpsiyonu izleyen kimyasal bir reaksiyonla prote capraz-bglanmasiyla

gerceklatirilebilir.

2.1.1.2. Iyonik Baglanma

Iyonik bglanma metodu, iyon-ggstirici kalintilar iceren suda-¢éziinmeyen
taslyiclya protein yapidaki enzimin iyonik glanmasina bzlidir. Iyon-desistirici
merkeze sahip polisakkarit ve sentetik polimerlegnglikle tagiyici olarak
kullantlirlar. Dietilaminoetil selliiloz (DEAE-seliitp veya Sephadex gibi anyon
degistiriciler ve karboksimetil selliloz gibi katyon gistiriciler destek materyali
olarak enzimlerin adsorpsiyonu icin endustriyerakakullaniimaktadirlar.

Taslyiclya enzimin bglanmasi kovalent I@anma metodu icin gereken
sartlardan daha 1hmhsartlarda ve daha kolay gercejtigimektedir. iyonik
baglanma metodu enzimin aktif merkezinde ve konfornsasynda Onemili
degisiklikler  olusturmadgindan enzim immobilizasyonu yiksek verimle

gerceklgtirilebilmektedir.



Enzimlerin talyicidan kagllari yuksek iyonik siddete sahip substrat

cOzeltilerinde veya pH'nin ggimiyle meydana gelmektedir.

Tablo 2.1 Adsorpsiyonda kullanilan adsorbentler

ETKILESIM ADSORBENTLER

o ' Aktif karbon,slika jel, alumina,cam
FIZIKSEL ADSORP$YON Nisasta, kil

MODIFIYE MATR IKSLER:
Concanavalin A-,Sepharose
Tannin,-aminohekzil selliloz

Fenoksiasetil selliloz

KATYON DE GIiSTIRICILER:
IYONIK BAGLANMA CM-selliiloz

Dowex 50
Amberlite CG-50

ANYON DEGIiSTIiRICILER:
DEAE-selllloz
DEAE-sephadex
Amberlite

2.1.2.Hapsetme(Entrapment)

Hapsetme ile immobilizasyon membran ya da bir petim g yapisi
icerisinde enzimin hapsedilmesi temeline dayarubs®at ve Griinin gegne izin

verilirken proteinin sakli kalmasini @ayan bir yéntemdir.

Immobilizasyongleminde, jel olgumundan 6nce enzim monomer ¢ozeltisine
ilave edilir. Daha sonra, jel alumu ya sicakfiin dezistiriimesi ya da jel olgsmunu

saglayan bir kimyasalin ilavesiyle gercekiiilir.

Bu metot da kovalent g&nma ve ¢apraz Bnmadan farkl olarak enzimin

kendisi jel matrikse ya da membranaglbamadgindan geni uygulama alanina



sahiptir.  Polimerizasyon icin gerekli olan kimydasl enzim veya

mikroorganizmalar igin zararli olabilegiaden dikkatli kullaniimalidir.

Enzimlerin immobilizasyonu i¢in endustriyel kullama sahip olan N-N
metilen bisakrilamid ile ¢capraz glanms poliakril amid, kalsiyum alginat ve kappa

carregenan gibi jeller kullaniimaktadir.

2.1.2.1. Kalsiyum Alginat ile Immobilizasyon

Alginat, 3-(1-4)-D mannuronik asit ver-(1-4)-L-gluronik asit birimlerinin
dizlemsel polimeridir. Alginat, immobilizasyorlaminin basit ve ihmlisartlarda
boyutlari dgismeyen ve kontrol edilebilir bead glumuna izin verdiinden c¢ok

yaygin olarak kullanilan bir polimerdir [Uhm, et aB84].

Immobilizasyon gdleminde sodyum alginat ¢Ozeltisine enzim veya
mikroorganizma ilave edilir ve daha sonra bu ¢®z6leM CaC} coOzeltisine
damlatilarak suda c¢6zinmeyen kalsiyum alginat beadblusturulur. Sodyum
alginat, CaCl ile temas etfiinde Na-Ca iyon d#&simi nedeniyle Ca-Alginat
bead’leri olgur ve enzim molekdlleri bu bead’lerin i¢cinde bulurigekil 2.2) .

%3 Na-alginat+Enzim

|

O

O
e @&

® @ @ B| 02Mcacheozeltis

Sekil 2.2 Enzimlerin Alginat ile immobilizasyonu



2.1.2.2. Poliakrilamid ile immobilizasyon

Poliakrilamid jel olgturma glemi, akrilamid monomerinin ve sik kullanilan
capraz-bglayici reaktif olan N-Nmetilenbisakrilamid tampondaki c¢o6zeltisine
enzimin kargtirimasiyla gercekigirilir. Polimerizasyon gik ortaminda ribofalvin
gibi fotokimyasal bir sistemle veya tetrametilerardin ve potasyum persilfat gibi
bir redoks sistem tarafindan skatilabilir. Polimerizasyon reaksiyonu ekzotermik
oldugundan enzimin termal denatiirasyonunu 6nlemek iggtildsicakliklar (0 dan
25°C’ye) tercih edilmelidir.

Immobilizasyon verimi monomer konsantrasyonu ve mugrécapraz-
baglayici oranindan etkilenmektedir. 100 ml c¢o6zeltidetoplam monomer
(akrilamid+metilen bisakrilamid) miktari genellikl®o 20-50arasinda @mirken,
capraz-bglayici/monomer orani % 1-10 sinirinda olmalidir. frdmer akrilamidin
ureye benzer bir mekanizmayla enzim denatlrasyefeps oldgundan ortama
substrat ilave edilerek denatirasyon onlenmelideslatici olarak kullanilan
potasyum persilfat sulfidril gruplarini oksidasyoogratarak enzim aktivitesini
disirmektedir. Bu etkinin  okumunu O©nlemek i¢in kullanilan persilfat
konsantrasyonu % 0,625 iken % 0,125 konsantrasymglutatiyon, ditiyoeritrol

ve sistein gibi indirgeyici reaktifler kullaniimair.

2.1.3.Bifonksiyonel Reaktiflerle Capraz Baglanma

Enzimlerin immobilizasyonu proteinin  molekuler icidiger protein
molekdilleriyle ya da suda ct6zinmeyen bir kati rkatriizerindeki fonksiyonel
gruplarla capraz-l@anmasiyla gercek$ériimektedir. Bir enzimin kendisiyle
capraz-bglanmasi hem pahali hem de proteinlerin bir kisnstele materyali olarak
kullanilacgindan etkisizdir ve kal olarak diguk aktiviteye sebep olmaktadir.
Genellikle capraz-ggama dger bir metodala beraber kullanggnda c¢ok
elverglidir. Adsorbe edilmg enzimlerin karali hale getirilmesi ve poliakril &m
jellerden kagi dnlemek icin kullaniimaktadir.

Glutaraldehit bu amagc icin kullanilan caprazilbsuci reaktiflerden biridir
[Klibanov, 1983]. Bifonksiyonel glutaraldehit molé@kindeki aldehit gruplari,



enzimlerin amino gruplariyla reaksiyona girerek ismierle capraz bganir Sekil
2.3). Capraz-hdanma reaksiyonlari geli sartlar altinda gercekgarilmektedir. Bu
zor sartlar enzimin aktif merkezinin konformasyoneggg@nine neden olabilir ve bu
sebeple enzimin aktivitesinde 6nemli kayip meydge&ebilir. Capraz bdanma
molekdiller arasi veya molekdl ici glabilir ve capraz-bdanms olan protein ¢oker.

Capraz bgli protein santrifiij ile kolaylikla ayrilabilir.

E-NH, + OCH (CH)3 CHO +E-NH,

v

E-N=HC (CH,); CH=N-E'

Sekil 2.3 Bifonksiyonel Reaktiflerle Capraz lanma

2.1.4.Kovalent Baglanma

Immobilizasyon teknikleri icerisinde en uygun olanxe bu teknikte destek
matriksi ve enzim arasinda kovalentgbalusur. Immobilize edilecek enzim ve

reaksiyon tipinin secimi iki karakteristikle beérlir:

* Baglanma reaksiyonu icin gerekli olan reaksiysartlarinda enzimatik

aktivitedeki kaybi az olmalidir.

» Kullanilan reaktifler enzimin aktif bolgesini etkinemelidir.

Kovalent b&lanma metodu, kovalent pale enzim ve suda-¢ézinmeyen
tastlyicinin b&lanmasi esasina dayanir. Buglamma icin kullanilan fonksiyonel
gruplar soyledir: amino, karboksil, sulfidril, hidroksil, iidazol, fenolik, tiyol,
treonin ve indol gruplariimmobilizasyonda ilk adim; matriksin aktivasyonuhda

sonrada enzimin aktive olan matriksglamasidir.
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Kovalent bglanma enzimin aktif merkezi ve konformasyonundgi gdilikler
meydana getirebilmektedir ve bu da aktivite kaymeden olabilmektedir. Feyici
ve enzim arasindaki pmnmanin guct kuvvetli oldundan yuksek iyonikiddete

sahip substrat ¢cozeltilerinin vatinda bile enzim kagt meydan gelmez.

R6hm Pharma (Almanya) firmasi tarafindan hazirlarksiran akrilik
kopolimeri olan Eupergit C bead’leri kovalentgtenmada kullanilan matrikslerden
biridir. Eupergit C ve Eupergit C 250 L enzim imni@asyonunda gegiuygulama
alanina sahiptir. Enzimin saflna bali olarak bir gram Eupergit C beadler tizerine
100 mg’i gan miktarlarda enzim immobilizasyonu mumkundur. pH arasinda
oksiran grubu, enzimlerin serbest amino ve sulfgiiplariyla; asidik pH’larda ise;
imidazol, tirosil ve triptofenil gruplariyla kovai¢ olarak bglanir Sekil 2.4).

Eupergit C bead’ leri gepbir pH aralginda oldukca kararlidir.

Q—CHZOCHZ—CQ-C/Hz HNN.E Q—CHZOCHzcliHCHgNH—E
e

OH

Sekil 2.4 Eupergit-C ile enzim immobilizasyonu

Bir diger kovalent immobilizasyon polimeri de Uretan pieperleridir.
Prepolimerler, diisocyanate turevlerininsigke aktif hidrojen ihtiva eden bilgklerle
(glikol, poliglikol, poliol) reaksiyonlariyla eldedilirler ve yapilarinda izosiyanat’ lar
mevcuttur Sekil 2.5). Diizosiyanat prepolimerleri su ile mudmeedildiginde
suingerimsi yapida polimer meydana gelir. Ortamdanerbulund@gunda, enzimin
aktif hidrojen bulunduran gruplariyla, izosiyanatigiari kovalent bgar olustururlar
(Sekil 2.6).
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CHs CH3

o

Hypol FHP Polimer \

P
O0-C— NCO

T
e

OCN

>3

CHs Polieter Polizosiyan:

Oo-C- NCO

Sekil 2.5 Diizosiyanat Prepolimer

Tampon ¢ozelti icinde bulunan enzim, prepolimeael edilir ve kagtirma
islemi sonunda okan polimer kopge enzim kovalent kgarla balanir.

Mikroorganizmalar da bu metodla immobilize ediletsk.

RNCO, HHO —— RNHCOOH Karbamik asit (Kararsiz)
RNHCOOH —— RNH, . CO Amin olgumu

RNH, + RNCO —— RNHCONHR  Ure zincir bilyiimesi
EnzimNH; s RNCO ——— EnzimNHCONHR Enzimin poliiretana kovalenglzmmasi

Sekil 2.6 Diisocynate prepolimerlerinin polimegtee mekanizmasi

2.1.5.Huicre immobilizasyonu

Enzim immobilizasyonu i¢in kullaniimakta olan yomtier canli ve cansiz
hicrelerin immobilizasyonu icin kullanilabilmekteér. Jellere hicrenin tamami
kullanilarak htcrenin hapsedilmesi enzim kullargidda ortaya c¢ikan matriksten

kacs gibi bir problem olgturmadgindan jel immobilizasyonu en verimli metoddur.

Endlstriyel  uygulamalarda  ¢cok  sayida  mikrobiyal relerin
immobilizasyonuyla hazirlanmproses bulunmaktadir. Orgia; poliakril amid jele
immobilize edilenEsherichia coli (aspartaz aktivitesine sahip) L-aspartik asititret
ve Beevibacterium ammoniagenes (fumaraz aktivitesine sahip) L-malik asidin

aretimi icin kullaniimaktadir.



12

Biyoteknolojik olarak cansiz hicre enzimlerle dohir canta olarak
diUstnulebilir. Bu sebeple istenilen enzimatik aktivite sglanabilmesi tek konudur.
Istenilen enzimatik aktivite canh hiicre icin éneralan metabolik mekanizmayi
bozulmamali ve ayni zamanda tekrar Uretimine ergyelamalidir. Bu ylzden
immobilize edilmg canli hicreler geleneksel fermantasyona alternatéfrak
soylenebilir. Artan hicre ywunlugu, devamli proseslerde Ustin performans ve
reaktdr kontrolinin daha kolay olmasi gibi avaatajda gbz ontne alinmalidir.
Mikrobiyal, bitki ve hayvan canli hicrelerinin imritize (jele hapsedilngi veya
adsorbe edilng) sistemleri cgtli biyotransformasyon slemlerinde bsgariyla

kullaniimaktadir.
2.2.Matriks Aktivasyon Yontemleri

2.2.1.Siyonejen Bromid

CNBr metodu ilk olarak Axen ve grubu tarafindanl&ailmistir. Siyonojen
bromide (CNBr) ile cgtli polisakkaritlerin hidroksil gruplari aktive ddrek,
enzimlerin amino gruplariyla kovalent gaolusturmalari sglanir. CNBr ile
polisakkarit taryici materyallerinin aktivasyonu reginenin nukiéogini arttirmak
icin kuvvetli bazik ortamda gerceklgilir. Fakat kuvvetli bazik ortam CNBr
hidrolizine ve talyici matrkise bglanabilen reaktif siyanat esterlerin glimuna
neden olur. bu da yuksek oranda toksik belirtectaniki fazla olmasina ve glik

aktivasyon verimiyle sonuglanmasina neden olurrig#n, et al.].

2.2.2. Karbodiimid

Matrikslerin karboksil gruplari karbodiimid’ler (RBNR1) ile aktive edilerek
enzimlerin immobilizasyonunda kullanilirlar. Bu kéi& kararli amid b&l vermek
icin baglica aminlerle kondanse olabilen ¢ok reaktif O4aoilire olyumu icin asidik
pH deserlerinde (pH=4,75-5) tayicinin karboksil gruplariyla reaksiyona girer.
Yaygin olarak kullanilan suda c¢Ozinebilen karbodtlim 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid (EDC)’'dir [Bernatlet al.].
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2.2.3.Diazotizasyon

Aromatik primer amin grubu $aan polimerik tayicilar diazonyum tuzu
olusturarak protein molekdllerini fenolik, imidazol veerbest NH2 gruplari

Uzerinden bglayabilmektedir.

2.2.4.Alkilasyon ve Arilasyon

Matrikslerde bulunan fenolik, sulfidril veya serbeamino gruplari
alkillenerek matriksler aktif duruma getirilirle©zellikle halojen substitiie aromatik
halkalar enzim molekllint serbest amin gruplaririnden bglarlar. Serbest
hidroksil grubu tailyan d@al veya sentetik polimerler s-triklortriazin ile tale
edilebilmektedirler. Arilleme ve alkilleme reaksiyo acillemeden daha yasta ve
protonlanmamy nudkleofillere  gereksinim duyar. Dolayisiyla pH’yacok

bagimhdirlar.

2.2.5.Aldehit Kondenzasyon

Amino gruplari iceren matriksler monomerik yadaip@rik glutaraldenhit ile
aktive edilerek, enzimlerin matrikse kovalent olafdaslanmasi sganir. Ticari
olarak kullanilan, aldehit tirevi caprazghtayici reaktifler arasinda, hizli ve etkili bir

protein bglayici oldyu icin glutaraldehit en ¢ok tercih edilen reaktifti

2.3. Glutaraldehit

2.3.1.Glutaraldenhit’in Yapisi

Glutaraldehit (1,5- pentandial; OHC(CHEZHO) enzim immobilizasyonunda

yaygin olarak kullanilan ¢capraz-ayici bir reaktiftir.

Glutaraldehit ¢ozeltgartlarina bglh olarak ¢agitli kimyasal yapilara sahiptir.
Yapilan calgmalar ticari GA c¢ozeltilerinin (% 25 ya da % 7Q)kcbilesenli bir
karisim oldusunu gosterngtir. Bu ticari ¢ozeltilerdeki GA'in pH siI bazi aldi

gruplarinin kismi olarak karboksilik aside yuksehgesinden dolayr 3,1'dir. Saf
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formunda 280 nm’de maksimum absorbans gdstermesaieen polimerik
safsizliklarin bulundgu formlari 235 nm’de ikinci bir maksimum absorbans
gostermektedir. GA'in sulu ¢ozeltisinin NMR anaéiml sonucu be farkli yapiya
sahip oldgu gozlenmgtir (Sekil 2.7). Bu yapilar; serbest GA (1), dizlemselnmo
(2) ve dihidratlar (3), halkasal hemiasetal (4)olgomerdir(5) [ Walt ve Agayn,
1994] .

H,0
Lt Lot L
CHO CHO CHO HO OH
(1) HO "OH OH OH

(2) (3)

Sekil 2.7 Sulu ¢ozeltideki GA yapilari

Sicaklik arttirildginda, halkasal hidratlarin harcanmasiyla serbestiddari
artmaktadir. % 25’den daha konsantre c¢ozeltilerel@sidiksartlar altinda halkasal
hemihidrat multimerler (5) okwmu gerceklgebilmektedir. Polimerik yapinin distile
su ile seyreltiimesi sonucu hidrasyon reaksiyorargime donmesiyle monomerik GA
olusumu go0zlenir. Bu sebeple monomerik GA’nin depolasimgin seyreltik

cozeltilerinin kullanimi 6nerilmektedir.
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CoOzelti ortamindaki her bir yapi caprazstzmma reaksiyonlarina farkli

katilir ve farkli trinlerin olsumu gozlenir $ekil 2.8).

",
ENH. E\ /rl B n a
CHO CHO N= N N N

Monomerik GA

£y L
N/E\N O
HO~ ~O~ ~OH O H A

Multimerik GA
ENH,
mm E\N@o}@w
HO (@) O OH H X £

Sekil 2.8 Asidik ve nétrakartlarda GA’'nin proteinlerle reaksiyonlari

Aldenhitler proteinlerdeki lisin gruplariyla Schiffazi olgturur. Schiff bazi
asidik sartlar altinda kararsizdir ve aldehit ve aminsolau icin bozunur. Bu
nedenle, Schiff bazini kararl ikincil amin yapesidonigtirmek icin NaBH4 gibi
indirgeyici bir reaktif kullanilir. Bu indirgenmeeaksiyonu Schiff bazi ojumuyla
benzer bir reaksiyon vermeyen halkasal hemiasetaligomerik yapilarin trinlerini

kararl hale getirmek icin gerekli gidir.

GA'nin proteinlerle olgturdusu bir diger Urin ise kuaterner piridinyum
bilesigidir (Sekil 2.9). Yapilan bir cagmada proteindeki lisin gruplarnyla GA
arasinda kuaterner piridinyjum hiigi olusumu belirlemg ve bu bilgigin
izolasyonunu yapilmgtir. Bu bilesik basit bir Schiff bazi olgumu icin protein ile
a,B-doymamg multimerik aldehitin reaksiyonunu halkghaa, dehidratasyon ve

molekdl i¢i redoks reaksiyonlarini takip etmesisoun elde edilmektedir.



WNH-?H_CW

(CH2)4
ijiij
J

(CH2)a
wwwwe | H- CH- C G

(CH2)4
1.H,0 Il\l
2.H,0 |\ )
3.izomerlgme .
N
|
(?H24

wwnweN H-CH-C O

Sekil 2.9 Kuaterner piridinyum bilgkleriyle GA’nin ¢apraz-bglanmasi
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GA c0zeltisinin aldol kondenzasyonu stresince, aafyglama kabiliyeti

fazla olan oligomerlerin okwmu da gozlenmektediSékil 2.10). Olgan muhtemel

oligomer yapisi (63eklindedir. (10) ve (11) yapisinin proteinlerle roleeaksiyonu

(10a) ve (11a) okumuyla sonuclanan cifte pa Michael katilmassgeklindedir. Bu

reaksiyon meydana gelirse, katilma trininun karale getirilmesi icin NaBk

veya NaB(CN)H ile indirgenmesi gerekmemektedir.
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CHO

OHC/\\/”\é¢L\/”\CHo
/ (6)
HOC HOC
e — ™00
(10) O OH
(11)
JE’W’"NHZ lE’W‘”NHg
E E.
- NH
NH
HOC
[ IOHCHO O OH
E AHZ
“NH
(0] NzH
(11b) E

Sekil 2.10Baziksartlarda dimer yapidaki halkasal GA’nin proteirdertaksiyonu

2.3.2.Poliglutaraldehit

Bazik sartlar altinda GA hizli bigekilde molekdl ici aldol kondenzasyonu
verir ve a,B-doymamsg oligomerik aldehitler meydana gelirSgkil 2.11). Bu
ardnlerin olgumu saf GA’nin absorbans vermgdi235 nm’deki absorbansin
artislyla gozlenebilmektedir. (6) yapisi dl@ngicta saf GA c¢oOzeltisinin ana bir
bileseni oldigu distunulmis fakat daha sonra bu yapinin bazirtlarda GA'in
reaksiyonu sonucu ajtugu kabul gOrmétir. Polimerizasyon sicaklik ve bazik
pHlarda artar ve sari renk glunu goézlenir. Fakat oda sicgklve nétral pH'da bu
reaksiyon uzun surede meydana gelmektedir. Asiakkasasartlarinda monomerik

yapinin korunumu gganabilmektedir.
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OHC/\/\%\/\%\\/\CHO
(6) X
(1) lH;_\'E
E
"N
=C CHO CHO CHO
OHC/\/\’]J;)\/%\/\CHO - DHC/MCHD
N )
(6a) * E"H (6b) =
[2]1H}\'E
C CHO
CHC N CHO
E~"y (6c) x

Sekil 2.11 PGA’nin bazikartlar altinda proteinlerle reaksiyonu

Polimerizasyon sonucu elde edilen (6) pige PGA’nin proteinlerle
reaksiyonunu sgamaktadir. Busartlarda olgan Schiff bazlarn ve C-C cifte plari
ile konjgasyonda olan internal aldehit gruplarin@in (6a) gibi) rezonansla buyuk
Olcide kararl hale gelebilmektedir. Bunun sonueunllsan yapi asidik kararlga
sahiptir. NaBH ile indirgenme ikincil aminlerin okumunu sglar. Ortamda gri
miktarda amin olmasi durumunda ikinci bir reaksiymusumu gézlenmektedir ki bu
reaksiyon cifte bga Michael katilmasidir. Katilma reaksiyonu rezonkasrliliginin
bozulmasina ve asit hidrolizine kardirengsiz olan (6¢) katiima Urdndnin
olusumunu sglar. IR spektrumlarindan elde edilen sonuclara gpreteinlerdeki
amino gruplari ile polimerina,3-doymams aldehit reaksiyonundan alan Grin
Michael katilma trunu dgldir; fakat (6a) ile konjuge durumda olgundan imini
kararli hale getirmektedir. Ber bir kabul goren goglise polimerik doymamngi
aldehitlerin asit hidrolizine kar direncli olan (6b) gibi bir tGrin ofwmu icin

Michael tarzi reaksiyona girmesidir.

Glutaraldehit ile proteinlerin ¢capraz{anma reaksiyonlara,3- doymams
molekullerin ygun olarak bulundgu yuksek alkali pH’larda gercelglirilir. Bu
molekdllerin aldehit gruplari primer aminlerle realona girerek asit hidrolizine

direncli ve rezonans yapidaki iminleri ¢lururlar. Poliglutaraldehitin zincir sonunda
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olmasindan dolay! konjuge olmayan terminal aldghitplari asit hidrolizine kar
direncli Urlinler olgturamazlar. Yine de konjuge olmayan iminglaau hidrofobik
mikro cevrede kararli olabilmektedirler. Proteinnkantrasyonu capraz-{ayici
reaktiften fazla oldgu zaman ikincil bir Michael reaksiyonu ghbilir ve a,3-
doymamsg polimerin etilen bgina amin katilir. Michael katilma UrGnu asit
hidrolizine direncli dgildir [Marquie, 2001].

GA c¢oOzeltisinin pH 7,0-13,5 aralindaki reaksiyonongcunda elde edilen
polimerik yapi ¢c6zinen ve ¢6ziinmeyen formlarddsiur polimer etilenik zincirlerle
konjuge olabilen, hidratli ve hidratsiz aldehit gjarindan olgmaktadir. Aldol
drnlerinin - dehidratasyonu tamamlannaddan ikincil hidroksil gruplari
olusabilmektedir. Bu polimerdeki primer hidroksil vearkoksilik asit gruplarinin
olusturdusu serbest aldehit gruplariyla Cannizzaro reakspmorda meydana gelir
(Sekil 2.12).

CHO CHO
2 OHC/WCHO
y

OH

|

H,OH CHO COOH CHO

OH CHo * OH CHO
X y
OH OH

Sekil 2.12 Cannizzaro reaksiyonu sonucundasatupolimerik GA yapilari
2.4. Glutaraldehit ve Poliglutaraldehit ile immobilizasyon

Glutaraldehitin immobilizasyonda g#i kullanimlari mevcuttur. Bunlari
sOyle siralayabiliriz: t@yict Uzerindeki amino gruplarinin  6n aktivasyonu,
adsorpsiyondan sonra stgici matrikse enzimlerin capraz4anmasi, suda
¢Ozlnebilir polimerlerle capraz-planms jel olusturma ve suda c¢Ozinmeyen

membran ya da suda c¢Ozinebilen oligomerlerin igeles enzimlerin ¢apraz-
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baglanmasi Ayrica GA bifonksiyonel caprazgbayici reaktifler arsinda en yaygin
kullanilan materyaldir§ekil 2.13).

E-NH, + OCH (CH)3 CHO +E-NH,

v

E-N=HC (CH,); CH=N-E*

Sekil 2.13 GA ile Capraz B#anma

Glutaraldehit konsantrasyonu, sicaklik, pH ve raaks siresi arasinda
karmalk bir iliski mevcuttur. Capraz-tganma genellikle nétral pH ve nétral pH'ya
yakin bdlgelerde gerceklirilir. Tasiyict 6n aktivasyonu genellikle yiksek
konsantrasyon (% 10 gibi) kullanimi ve onu izleyekamalarla oda sicalginda
sglanir. Enzim bulundgu sartlarda ¢ok daha gik konsantrasyonlar (% 0,01 ile 1)
kullanilir ve capraz-bdayici reaktifine balh olarak 1 ile 60 dakikaya kadar gigen
muamele sureleri uygulanmaktadir. Optimgantlar her bir enzim-tayici cifti icin

deneysel olarak belirlenmelidir.

GA kullanilarak yapilan bir caimada, tayici matriksin GA ile
aktivasyonundan sonra matrikse proteazin immolsjiaau GA’nin serbest aldehit
gruplariyla enzimin amin gruplari arsinda meydamdery kovalent bganmayla
gerceklatirilmi stir. GA tasiyicl matriksin ara kolu olarak etki etgtir. Yiksek verim
elde edilebilmesi icin immobilizasyon ve aktivasygartlarinin optimizasyonu
yapilmstir. immobilizasyon icin kullanilan enzim miktari arthginda bg
yapmamng olan aldehit gruplariyla enzimin inaktivasyonu som enzim aktivitesinde
bir disme gozlenmitir. YUksek konsantrasyona sahip enzim ¢ozeltigiakumi ise

enzim aktivitesine olumlu etki yapgtir [ Chae et al. 1998].
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Enzim immobilizasyonunu etkili bigekilde gercekligtirebilmek icin aldehit
gruplarindan kaynaklanan inaktivasyonusigtinek gereklidir. Fazla olan aldehit
gruplari ve enzim arasindaki rasgeleglaama enzim inaktivasyonuna neden
olacaindan, enzim kararlgg enzimin amin gruplari ve aldehit gruplariyla aleti
edilmis tasiyici arasindaki spesifik olmayan ganmalarin sinirlandiriimasiyla
gerceklgtirilebilir. Capraz-bglama kargimina koruyucu reaktiflerin ilave
edilmesiyle, enzim molekdillerisal olan aldehit gruplarindan korunghalaca&indan
enzimin kararhlgr arttinimi olacaktir. Proteaz immobilizasyonunda enzim
kararhhgini arttirmak icin soya peptidi ve PEG kullanigtm. Soya peptidi dfuk
molekiler @&irliga sahip oldgundan (~ 300) protein gibi aldehit gruplanyla
reaksiyona girerek inaktivasyona sebep olargldvanamg aldehit gruplarinin

sayisini azalt@ icin immobilizasyon verimini arttirngtir [Chae et al. 2000].

Glutaraldehit ile immobilizasyonda enzingitaci cifti tasiyici tzerinde kalan
serbest aldehit gruplarinin enzimi inaktive etmanmgs seyreltik glisin, lisin, Tris,

etanol amin ve hidrazin ¢ozeltileri ile muameleliedi

Immobilizasyondan sonra yapilmasi gerekli olargedi bir klem de
kompleksin borohidrat ile muamele edilmesidir. Bantem enzimin kovalent
baglanmasini kararli hale getirmek icin Schiff bazikideifte bazin indirgenmesi

amaclyla yapiimaktadir.

2.5. Hidrofilik Politiretan Polimerler

Bilinen en yaygin politretan Uretim yontemi, aktiflrojen ihtiva eden glikol,
poliglikol, poliester poliol ve polieter poliol iklerinin di-, tri- izosiyanat ile
sonlandiriimasiseklindedir. Bu reaksiyon izosiyanat ile sonlandmg politiretan
elde edilmesini gdar [Wood et al. 1982].

Hypol Wood ve Frisch tarafindan patentlegmpalismanin Organic Chemical
Division of W. R. Grace and Company tarafindan sgjelmesiyle uretilen kdpuk
hale gelebilen politretan gdinin ticari ismidir. Materyal tek-bilgenli prepolimer

recine olarak sam sunulmaktadir. Recine coklu kollara ayrgnmolietilen oksit
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temeline dayanmaktadir. Hypol prepolimerleri henifabk hem de aromatik
poliizosiyanatla sonlandirilmi polieterlerdir. Polimer zinciri  metilendifenil
diizosiyanat (MDI) veya tollil diizosiyanat (TDI)a buttn haline getirilngi hidroksil
gruplariyla sonlandirilngtir [Havens et al. 1993].

Enzimleri kovalent bglamak icin bir destek materyali olarak Hypol'den
uretilmis kopukler gend por aralgi, bikulebilir olma, ¢gtli boyut ve buyukliklerde
olabilme gibi mekanik 6zellikleri, yiksek maddeviaedilebilme kapasitesi, cok
miktarda su adsorplayabilmeg(diginin 10-30 kat fazlasi su tutabilme kapasitesi) ve
mikrobiyal etkilere kayn enzime direng ggama gibi pek cok avantajlara sahiptir
[Havens et al. 1993].

Kopuk olisum reaksiyonu, prepolimere deterjan madde ihtiveneghklaik
olarak gt hacimdeki sulu enzim c¢oOzeltisinin ilave  edilmgdsi
gerceklgtiriimektedir.

Suda c¢o6zinmyl haldeki enzimle izosiyanat-sonlandirgmpolitretan ilk
olarak etkilgime girdiklerinde politretan kimyasal olarak ¢cokifkale gelir [Wood
et al. 1982].Su molekdlleri ve izosiyanat gruplarsindaki reaksiyon karbondioksit
ve primer amine ayrilan kararsiz karbamik asit swhauyla sonuglanir. Bu
parcalanma, politiretan polimerin gézenekli olmassglayan reaksiyon sisteminin
her tarafinda karbondioksit cskyla kopik olgumu baglar. Polimerizasyonun ilk
basamainda olgan primer amin ¢apraz-panms polilretan matriksin okumunu
baslatan izosiyanatla ilave reaksiyona girer. Bu r@aks su molekulleriyle yagmali
haldedir. Protein teorik olarak enzim-polimer Umatii salayan lisin artiklariyla
kopuk sentezine katilir [Drevon et al. 2001] [Batgl. 2001].

Prepolimer ile enzim c¢ozeltisi katwrildiginda, subtitie tre 0Grininin
izosiyanati ile enzimin primer amin gruplari bamnialerle yer dgistirir. 1yi bir
politretan kopuk olgumu icin zincir buyime reaksiyonu ¢ok dnemlidir. Bcir
blylme reaksiyonu sirasinda enzimin reaksiyon ondan hazir bulunmasi

gereklidir. Buyime ve kopUk ofum reaksiyonlarinin tamamlanmasi siresince
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enzim ortamda hazir gdiése enzim kopik olkumu tamamlanngiolan politretana

baglanmamg olacaktir [Wood et al. 1982].

Kopuk olsumunun ilk reaksiyon basamada farkh aktif hidrojen bilgkleri
ile izosiyanatlarin reaksiyon skalaseg@daki gibi rapor edilmitir [Chakrabarti et al.
1988]:

Alifatik NH, > Aromatik NH, > Primer OH > Su > Sekonder OH > Tersiyer
OH > Fenolik OH > COOH

Polimer reaksiyonu ekzotermik olglundan reaksiyon kaiminin sicakig
enzimin termal denatlrasyonuna neden olan sicaklikagida tutulmalidir.
Baglanma basang@anda, uygun pH, iyonikiddet, substrat veya gerekli katyonlarin
kullanimiyla enzimin d@al konformasyonu korunmalidir [Wood et al. 1982].

Polimerizasyon siresince deterjan ilavesi reaksiyginen polimer ile ylzey
arasindaki gerilimi d#éstirerek karbondioksit cikini arttirir ve boylece islanma
orani, yuzey alani, gozenek yapisi vegyaduk gibi kopik matriksin fiziksel

Ozellikleri etkilenmektedir [Drevon et al. 2000].

Kopugin yasunlugu, hiicre yapisi, islanma orani ve su tutabilme $itgs
gibi 6zellikleri sulu faza ilave edilen deterjartipi, miktari, kopuk olgum sicakig
ve pH’slI ve prepolimer-su orani ile ayarlanabilneekt. Cok gézenekli ve yurngak
kopukten, cok kalin acik gozenekli k@mikadar geniaraliktaki 6zelliklere sahip
kopuk elde edilebilir. Son trlin olarak stinger eddémesi igin ortamasandiricilar,
polimerlggme zamanini serbest hale getirmek icin kimyasakafarmasotikler gibi
agir katki maddeleri ilave edilmelidir. Képuk slumu sirasinda ortama capraz-
baglayici reaktifler (poliaminler, politiyoller ve palsitler), antioksidanlar veya
dolgu katki maddeleri de ilave edilebilir [Wood at 1982]. Politretan kopuklerin
fiziksel ozellikleri balatici, deterjan ve kaynama reaktifi gibi katki rdatériyle
degistirilebilmektedir [Bakker et al. 2000].
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Capraz-baglayici reaktifler PUF kopuklere enzimlerin ylklerkapasitesini
arttirdigl icin  kullaniimaktadir. Politretan polimer hidrdi& substratlar ve
biyokatalizorler arasinda etksgiende hidrofobik etkiler sgadigindan ilgi ¢ceken bir
destek materyalidir [Drevon et al. 2001].

Politretan kopuklerin fiziksel yapisi ve uretan pgokmerlerin reaktiflgi
kovalent bg&lanma, hapsetme veya adsorpsiyon ile enzim imnaasijionunu

mimkun kilmaktadir.

Fermantasyon brothlari, saf ekstraktlar, safldamis ve liyofilize edilmg
ornekler gibi ¢cok sayida kaynaktan elde edjlnenzimler poliiretan kopuklere
immobilize edilmgtir.  Arastirmacilar bglanamayan herhangi bir enzim
bulamamglardir ve b&lh enzimlerin tamami aktivitesinin bir kismini konuslardir
[Havens et al. 1993].

Jele hapsetmeyle immobilizasyon sistemlerinin mikawe kimyasal
kararhliginin yetersiz olgu uygulamalarda ve immobilize biyokatalizortin kalia
zamaninda sinirlamalara sebep olur. Jellere atieriodarak , hem 6nceden
olusturulmus hem de su ile kagabilen Gretan prepolimerle yerinde giuwrulan porlu
poliiretan kopukler (PUF) farkli biyokatalizérlercim talyict veya matriks
immobilizasyonu olarak Bariyla kullaniimaktadir. Politretan k&gin partikdl
boyutu dikkate alinmaksizin bir diftizyon problemimlmadg bulunmytur [Hu et
al. 1993].

Kimyasal olarak inert, mekanik olarak kararli, g&sitransferi icin gerekli
kapasite ve gb6zenekli yapida olmasindan dolayl Gpettan  kopukler
mikroorganizmalarin immobilizasyonu i¢cin de kullemaktadirlar. Politretan
kopuklere immobilizasyonun en onemli avantaji réaekicerisinde gerekli olan
mikroorganizma sayisini karagekilde tutabilmesidir. Cder bir avantaji ise por
olmasidir [Na et al. 2000]. Ayrica PUF kopuklesitie mikroorganizma ve bitki

hicresi kultarlerinin - hazirlanmasinda shayla kullanilmaktadir [Donimgo et
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al.1997] [Nakamura et al. 1999] [Yamaguchi et &99] [Lindsey et al. 1983] [Liu
et al. 2000] [Liu et al. 1998].

Diger immobilizasyon metotlar ile kalastinldiginda in-situ (yerinde)
kopolimerizasyon immobilizasyonsleminin basit olmasi, prepolimerin enzimi
denatlre edebilecek monomer icermemesi, prepolekerdosiyanat gruplarinin
enzimle kovalent ha olusturmasi, PUF matriksin ga yapisinin kopik okum
sartlarini dgistirmekle veya farkli zincir uzunfiundaki prepolimer kullanimiyla

kontrol edilebilmesi gibi avantajlari vardir.

Enzim immobilize edilmi poliiretan képukler batch operasyonlarinda veya

kolonda surekli sistem olarak kullanilabilmekteglir!
2.6. Saccharomyces cerevisiae ve invertaz Enzimi

Saccharomyces ilk defa 1838'de Meyen tarafindan bulungtur.
Saccharomyces cerevisiae'nin sitoplazmik membraninin yakdk % 49’u protein, %
45’1 yagdir. Bu y&in % 84’Unu de lesitin ve cephalinler giurur. Maya tzerinde
bulunan gozeneklerin buyukiu ise 0,42 nm’dir.

Saccharomyces cerevisiaenin invertaz aktivitesini sgayan iki enzim
bulunmaktadir. Bu enzimlerden biri hiicre duvarinkalize olmg olan external
invertaz enzimi dieri ise sitoplazmik membranda bulunan ve externainee gore
daha kucik yapida olan internal invertaz enzimillixternal invertaz glikoprotein

yapida olup % 3 glukozamin ve % 50 mannoz ihtiver §&ascon et al.1968].

Besiyer olarak sukrozun kullanimiyla ¢ok sayida nmikganizma invertaz
Uretebilmektedir. Ticari olarak invertaz ghaa Saccharomyces cerevisiae veya
Saccharomyces carlsbergensis maya turlerinden biyosentezlenmektedir. Maltoz ve
sukroz bulunan ortamd&accharomyces cerevisiae invertaz sentezleyebilmektedir.
% 1’den dguk seker konsantrasyonlarinda glukozun ortamda bulunthasimunda
da enzim sentezi gercekigilebilmektedir [Elorza et al. 1977]. Ayni mayailtird

icinde bile, bir veya daha fazla invertaz bulunnaakt. Orngin; hiicre ici salinan
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invertaz 135000 dalton molekigidi ga sahipken, hiicre disalinan invertaz 270000

dalton molekdl girliga sahiptir.

Bu iki enzimin amino asit kompozisyonlari birbirerd farklidir. Kicik olan
form dimer yapida oldtu bilinmesine rgmen, ortamsartlarina bgh olarak (pH,
iyonik siddet, oligosakkaritler, vb.) daha bilyik oligomeére olusumuna
(dimerden oktamere) kesin birgdimi oldugu c¢esitli calismalarda
gosterilmitir [Torres et al.2002]. External enzim sistin ya distein icerirken,
internal enzimde bu yapilar bulunmamaktadinternal enzim az ya da hic
karbohidrat icermemektedir. Her iki invertaz da mzkve raffinoz icin ayni K
degerine sahiptirler.

Yuksek konsantrasyona sahip sukroz cozeltilerinvertaz ile hidrolizinde
D-fruktoz kompetitiv (yagmali) inhibitor, D-glukoz ise kismi nonkompetitiv
(yarsmasiz) inhibitér olarak etki gostermektedir. Yapilair calsmada >0,3M
sukroz konsantrasyonlarinda invertaz aktivitesi ba#ti olarak azalmgtir [Combes
et al. 1981]. Aktivitedeki azalma substratin yapaski molekil ici ve molekul arasi
hidrojen bglarinin deisimine ba&lidir [Combes et al. 1983]. <0,3M sukroz
konsantrasyonlarinda p\¢=140umol/dak ve K=42mM olarak belirlenmgtir
[Combes et al. 1981].

Invertaz bglica kolaylikla kristallenmeyen ve sukrozdan dala#l tolan

fruktozun tercih edildii gida endustrisinde kullaniimaktadir. Tat veglda

sebeplerinden gida sanayide kullanilacak invertgaknsaf olmasi gereklidir.

o 1o HO
0 . 0 0
OH 1o INVERTAZ Ol
0 oH — + HO on
HO on HO OH HO
0H
oH HO
SUKROZ

GLUKOZ FRUKTOZ

Sekil 2.14 Sukrozun Enzimatik Hidrolizi
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Invertazin aktif bolgesinde sukroz hidrolizinde knllan amino asit
kalintilar1 Asp-23 ve Glu-204’dur. Asp-23, nukldddi bir reaksiyonla sukrozun
fruktoz kismiyla kovalent bir ara trin eturur. Sukrozun glukoz kismi ise Glu-
204’ten bir proton alarak, glukozdan ayrilir. Dawara, su molekulinin nikleofilik

reaksiyonuyla fruktoz invertazdan ayrilir ve sukfaiktoz ve glukoz monomerlerine

ayriimis olur.
| |
Glu 204 Glu204
OH COOH OOH
O OoH
HO ) a—D-Glukoz
.: O
HO;Z éOH i@é&?\w e > HO
O 0" OH 0. 0O 0
L ¢ OH
| p23 II&EPES OH OH
| |
Glu204 Giuz04
COOH Loo-
S O
HO
oH OH — R
— 0
Oa 0 o 0. O L
As T OH o
| P23 )\sp23 OH

Sekil 2.15Invertaz Enziminin Cayjma Mekanizmasi

2.6.1.Saccharomyces cerevisiae ve Invertaz ile 1ilgili Yapilan
Calismalar

Invertaz pB-D-fruktofuranosidaz, B-D-fruktofuranosit fruktohidrolaz, EC

3.2.1.26) cgtli endustriyel uygulamalar icin dikkat ¢cekici @nderden biridir.

Invertaz aktivitesine sahip immobilize bir biyokaétiin endiistriyel 6lcekte

sukroz hidrolizinde kullanilabilmesi icirs@idaki sartlari sglamasi gerekmektedir:
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* Yiuksek konsantrasyonlu (yakla olarak % 70) sukroz c¢ozeltilerini

hidroliz edebilme kabiliyeti

« Uzun-siireli operasyonel enzim aktivite karaghl(60-75°C ve 1610°

saat)

» Biyokatalizor partiktllerinin uzun-sureli fizikomekik kararllg

« Immobilizasyorsartlarinin minimum maliyette olmasi

Literatlirde invertaz aktivitesine sahip mikrobiyailicrelerin veya soluble

invertaz icin ¢cok sayida immobilizasyon metodu ti@danmstir.

Invertaz aktivitesine sahip hiicrelerin immobilizasypsoluble safkdiriimis
invertaz immobilizasyonuna gore dnemli ekonomikrdagfar sglamasina rgmen,
hiicre immobilizasyonlari kisith uygulama alani rhuftur. invertaz aktivitesine
sahip Saccharomyces cerevisiae hicreler bglica sentetik partikillere veya gal
hidrofilik jellere basitce hapsedilerek immobilizeliimistir. Ayrica poliakril amid,
polihidroksietilmetakrilat, alginat ve jelatin gibsuda c¢6zinmeyen stgucilara
(suinger ta parcalari ve stingerstagranulleri) adhezyon veya kovalentstenmayla

immobilizasyonu gercekérilmi stir [Hasal et al.1992].

Invertaz aktivitesine sahip maya hiicrelerinin imrfinhsyonu glutaraldehit
kullanimiyla gercgeklgirilmistir. Maya hicreleri glutaraldehit ile maya htcreter
veya yunin veya her ikisininde muamele edilmesiyézirlanmgtir. immobilize
hicreler pH 3,5-7,5 ve 0,1 M tampon veya 1M KCI yikama sonucu desorbe
olmamslardir. Hazirlanan immobilize sistem tubular fixebesaktorde tam o6lgekli
sukroz hidrolizinde kullaniingi ve sistem 70° C sicaklik ve 2M sukroz
konsantrasyonunda ¢ok yuiksek verim gostgimReaktérin uzun sareli kullanimda
ilk 30 gun boyunca verimligi sabit kalirken 60 ginden sonra % 50’den az olacak

sekilde azalma gozlenstir [Krastanov, 1997].
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Sukroz hidrolizi icin polialoumin jel ve poli-2-hidksietiimetakrilat
hidrojellere B-D-fruktofuranosidaz ve Saccharomyces cerevisiae hicreleri
immobilize edilmitir. Invertaz aktivitesi ve termal kararlilik icin 60°@d
calisiimistir. Immobilize hucreler immobilize enzimden daha yiksaktivite
gostermgtir. Maya hicrelerinin  termal kararl@h enzimden daha yuksektir
[Cantarella et al. 1989].

Invertaz aktivitesine sahip tanecikli bir biyokatéli her hangi bir tayici
kullanmaksizin glutaraldehit ve polietilen iminl&accharomyces cerevisiae
hicrelerinin kovalent olarak BEnmasiyla hazirlangtir. Biyokatalizoriin spesifik
aktivitesi 300-1500 U/g olarak bulungtur. Immobilize ve serbest invertaz igin
optimum pH 4,6’dir. 60-75°C’deki invertaz aktivitagin yari émur 500-1000 saat
olarak bulunmstur. Partikil buytklgine b&h olarak enzim reaksiyonu 1-1,5
mol/I'den yukari olan substrat konsantrasyonlarimdabisyon gozlennstir [Hasal
et al. 1992].

Jel matrikse hapsetme ile gercakiiden bir immobilizasyon ydnteminde
maya hcreleri jelatin ¢ozeltisinde stuspanse eglilei etanol/formaldehit ¢ozeltisi
ilave edilerek silindir kapta katgarak jel olyumu sglanmstir. Bu yontem dier jel
immobilizasyon ydntemleri olan alginat ve kapparageenan ile kadastiriimistir.
Jelatinle yapilan immobilizasyon % 77 verimle eksgk verimi gosterngiir. Jelatin
kullanilarak yapilmy olan dger bir calsmada ise, stispanse edgnmaya htcreleri
jelatin ¢ozeltisine ilave edilmi liyofilize edildikten sonra ezilerek serghaesi igin
etanol/formaldehit ¢ozeltisiyle muamele edilerek tilkgmasi s@lanms ve
kurutulmuwtur. Yeni gelgtirilen jelatine hapsetme ydnteminde liyofilizgleimi
ortadan kaldirildii icin immobilizasyon proseduri daha hizli
gerceklatirilebildi ginden bir tstlnluk sganmstir [Dhulster et al. 1983].

Maya hicresinin  silika hidrojel kullanilarak  gergasitirilen  bir
immobilizasyon yonteminde biyolojik aktivitesinde némli  bir  deisim
g6zlenmemtir. Silika hidrojellere immobilize edilngihtcrelerin mekanik 6zellikleri
kolona doldurularak kullanimina izin vermemesingman matriks hiicre tabakasinin

destge yapsmasini sglar. Maya hucrelerinin hicre duvari ve destek nyader
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arsinda kimyasal Kaolusumu icin herhangi bir reaktif kullanilmaksizin cdrerine
direkt adhezyonu ganmstir. Adhezyon sglanms hticrelerin yuksek santriftjleme
hizlarina kagi direncli oldigu gbzlenmgtir [Rouxhet et al.1981].

Poliiretan  hidrojel beadlere Saccharomyces cerevisae hicreleri
hapsedilmgtir. Bisulfit ile sonlandirilmg canli hicreler igin daha gliik toksite
sgzlamaktadir. Poli(karbomilsilfonat) (PCS) hidrojelidastik yapida olduklarindan
akiskan-yatak reaktorlerde oldu kadar kagtirmall reakttrlerde biyokatalizor
matriksi olarak kullaniimaktadir. PCS hidrojelleteapsedilmi Saccharomyces
cerevisiae etanol fermantasyonunda kullaniftm. PCS beadleresaccharomyces
cerevisiae hapsedilmesinden sonra kalsiyum-alginata benzembertaz aktivitesi
gosterirken politdretan kupler herhangi bir aktivifeéstermensierdir [Vorlop et al.
1992].

Invertaz aktivitesine sahifBaccharomyces cerevisiae hiicreleri kalsiyum
alginat ve sellloz diasetat jel beadlerine immabiliedilmgtir. Alginat beadlere
immobilize edilen maya hicreleri mekanik karagimi arttirllmasi icin % 2,5 GA
cOzeltisi ile muamele edilginde aktivite de 6nemli bir ggsim gozlenmemgtir. GA
ile muamele edilngi biyokatalizor sukroz hidrolizi lséangigta % 96,5 iken 80 gin
sonunda bu dger yaklgik olarak % 75’e dg§mustir. % 50 sukroz ¢ozeltisinin katyon
degistirici recine ve alginat beadlerle hidrolizi kdastirildiginda alginat beadlerle
olusan Urtinun daha renksiz olglug6zlenmgtir. % 10’luk sukroz ¢ozeltisinde ise %
100 yakin bir hidroliz g6zlenrtir [Linko et al.1980].

Aktif invertaz ihtiva eden Saccharomyces cerevisiae hicreleri jelatin
matrikse immobilize edilmgi ve surekli kagtirmali-tank reaktorde (CSTR) yiksek
operasyonel kararliik gostergtic. Immobilize sistem batch usulii kullaniminda
jelatin partikullerin reaktdérden sizme ile uzagkhasi sonucunda aktivitesindesdie
g6zlenmitir. immobilize sisteme tampon etkisi incelegme sistemin tamponsuzda
kullanilabilecgi bulunmutur. Ayrica tamponun kullanilmamasi ¢dn driinden
tampon iyonlarini uzak$airma slemini de ortadan kaldirmolacaktir [Parascandola
et al. 1982].
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Maya htcresi suda ¢ctzinmeyen jelatine hem fizikstorpsiyon hem de
formaldehitle kovalent Rganmayla immobilize edilngtir. Saccharomyces
cerevisae hucreleri jelatine immobilize edilginde maya hicreleri invertaz
aktivitesini  korumugtur. Jelatine immobilize edilmi hicreler daha sonra
formaldehitle muamele edilginde invertaz aktivitesinde ©6nemli bir ggm
gozlenmemytir. Fakat immobilize maya % 18 gibi glik bir aktivite gostermtir. Bu
disUk aktivitenin sebebinin maya uretici firmanin sglizelti ve 37 °C’de mayanin
kendi kendini parcalagini (autolysis) belirtmesiyle aciklanabilgtir [Alteriis et al.
1988].

Invertaz aktivitesine sahip rekombinrfccharomyces cerevisiae hiicreleri
alginat kapsile immobilize edilgiive yiksek ygunlukta kultar edilmgtir.
Immobilize maya serbest mayaya gore termal olarakrkiagini arttirmstir. Na-
asetat tamponunda bir ay sureyle 4°C ve 10°C’lerdkepolama sonucunda
aktivitede sirasiyla % 7 ve % 8 ghie gozlenmytir. 30°C’de 7 gun sureyle 25
kullanimda sukroz hidrolizi boyunca karagiih korumytur. 7 gin sireyle 0,3M
sukroz hidrolizi paket yatak reaktorle % 90 cevengerceklgtirilmistir. Strekli
karistirmall tank reaktdrde 1,0M sukroz ¢ozeltisi kullarek % 59,1 ve 0,5M sukroz
cOzeltisinde ise % 95 cevrim gerceklalmistir [Chang et al. 1996].

Soluble enzim g¢gtli suda c¢ozinmeyen ggyict ylzeylerine iyonik
baglanmayla olgturulan fiziksel tutunma ile immobilize edilgtir. Kullanilan suda
cbziinmeyen tayicilar arasinda iyon-@sstirici recineler, sentetik polimerler, mikro
g6zenekli cam, gier inorganik materyaller ve DEAE-sellloz vardikinci grup
immobilizasyon tekrgi ise kati talyiclya invertazi farkli kovalent kganma
metotlariyla gercekigiriimektedir. Bu yontem icin kullanilan geyicilar sentetik
polimer partikilleri, seltloz turevleri, hayvansalngal komurt, misir cuu ve
manyetik partikillerdir. Ilave olarak,invertaz tavuk yumurtasi aki proteinine
glutaraldehitle capraz BEnarak, formaldehitle suda c¢6zinmeyen jelatin
partiktllerine ve triasetat-seltloz fiberlere eptreent ile immobilize edilntir
[Hasal et al. 1992].
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Invertaz politretan kopuk kullanilarak immobilize iledstir. Hidrofilik
uretan prepolimere gercekteilen invertaz immobilizasyonunda prepolimerdeki
NCO grup sayisi aginda % aktivitenin azalgh gozlenmgtir. Kullanilan poliol
molekil &irligl arttikca relative aktivitede artma gézlestini immobilize invertaz
serbest enzime gore daha yiksek optimum pH (5 &egaitir. Ayrica immobilize

enzim termal olarak daha kararlidir [Fukushimal e1278].
2.7.Invert Seker

Invert seker 1:1 oranindaki glukoz ve fruktoz kammidir. invert seker
sukrozun hem asitle hem de soluble invertaz veyavertaz aktivitesine sahip
Saccharomyces cerevisiae gibi hiicrelerle hidrolizi sonucu elde edilmekte@oluble
enzimle inverteker Uretimi pahall olmamasingznaen, surekli olarak invegurubu

aretimi icin immobilize enzim kullaniimaktadir [Uhet al. 1984].

Seker enddstrisinin yan drtnlerinden yuksek-veriiktld invertseker tretimi
icin enzimatik hidroliz tercih edilmektedir. Biyglk ¢cevrimde asit hidroliziyle elde

edilen Urinlerden daha iyi renk, tat ve safliglaamaktadir [Cantarella, 1989].

Internal invertaz aktivitesine sahip hicrelerin infmifizasyonu soluble
invertaz immobilizasyonuyla ksafastirildiginda ekonomik avantajlar @amasina

ragmen, hicre immobilizasyonu daha az kullanimdadragkanov, 1997].

Invertseker yuksek su afinitesine sahip gidadan triinlerin nemini kontrol
altinda tutmak ve raf dGmriand arttirmak icin kullamaktadir. Ayni zamanda invert
seker ila¢ ve gida endustrisinde gerekli olan foptsel 6zelliklere sahip gerli bir
tatlandiricidir. Orta dereceli invegeker (% 50 sukroz ve % 50 inveygker) saf
invertseker ve saf sukroz ile kalastirildiginda tatlilgi % 20 daha arttirmaktadir. Bu
ekstra tatliikta meyveli iceceklerin tatlandirilsmada kullanimina imkan glar.
invert sekerin kullanimi cazip hale getiren gdir bir 6zellgi ise kullanildg
urtnlerdeki kristalizasyonu geciktirmesidir. Ayriceavert seker yagin olarak

aricilikta kullanilan bir maddedir.



3.GEREC VE YONTEM

3.1.Geregler

3.1.1.Kullanilan Maddeler

Tablo 3.1Deneyde kullanilan kimyasal maddeler

ADI URETICI FIRMA KATALOG NO
Ekmek mayasi Pakmaya
Hypol 2002 Dow 2078
Glutaraldehit Merck 8.2063.1000
Kalsiyum Asetat Merck 1.09325.0500
Sodyum Asetat Merck 1.06265
KoHPO, Fluka 60353
KH,PO4 Fluka 60218
Asetik Asit Merck 1.00056
HCI Merck 100.317.2500
NaOH Fluka 71692
Sodyum Azid Merck 1.06688.0250
D-(+) Fruktoz Sigma F-0127
a-naftol Sigma N-1000
H,SO, Sigma 732.2500
C,HsOH Merck 1.00030
Asetonitril Merck 13.2500
Polyetilenglikol 2000 Merck 8.17020.1000

Whatman K5 TLC Plaka 4850-820
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3.2. Kullanilan Aletler

Tablo 3.2 Deneyde kullanilan cihazlar

ALETIN ADI

Densitometre (Bio-rad GS 670)
Hot plate
Magnetik Karstirici, Heidolph MR 3003

PH Metre, ino-Lab Level 1

3.3.YOntem

3.3.1.Ince Tabaka Kromatografisi ile Fruktoz Tayini

Reaksiyon sonunda alinan ve seyreltilen drneklefjeln Hamiltonsiringa
kullanilarak Whatman K5 TLC plakalarina damlatilehareketli faz olarak 90:10
(v/v) oranindaki asetonitril:su ¢ozelti sistemi [lamhldi. Ydritme glemi
tamamlandiktan sonra, sa¢ kurutma makinesi ilegolakrutuldu. 3 ascent olarak
TLC plaka yarataldu. TLC plakalari renklendirme etisine daldinlip, 110C’ de
termoplate Uzerinde 10 dakika isitildi. Renklendirgbzeltisi plaka Uzerindeki
karbohidratlari gorinir hale getirmek icin kullanaktadir. Renklendirme ¢ozeltisi
etil alkole sdlfurik asit (% 5 v/v) veo-naftol (% 0,5 w/v) ilave edilerek

hazirlanmaktadir.

3.3.2.Saccharomyces cerevisiae invertazin immobilizasyonu
3.3.2.1. PGA Cozeltisinin Hazirlanmasi

PGA sentezi icin 5 ml % 5’lik (w/v) glutaraldehiD5ul 1 M NaOH c¢ozeltisi
ilave edilerek oda sicakinda polimerlgmenin gerceklgmesi icin yarim saat 600
rpm’de karstirildi. Cozelti, 50 ul 1 M HCl ilave edilerek nathestirildi.
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3.3.2.2. PU kopuklere Saccharomyces cerevisiae immobilizasyonu

Maya (100 mg) distile su (1,5 ml) ile stispansed@diKarisima surfactant
olarak Span 80 (0,6 g) ilave edilerek plastik p#a bulunan Hypol 2002'ye (2 g)
ilave edildi. Kargimi homojen hale getirmek igcin cam bir bagetle Skikka
karstirildi. Karistirma slemi karsimin viskozitesinin artmasiyla durduruldu ve 30
dakika kurumasi icin bekletildi. Hazirlanan mayambobilize edilmg kopukler,
makasla 1cmxlcm ebatlarinda kicuk parcalara ayBldimaya immobilize edilmi
kopuk elde edildi.

3.3.2.3. PU kopuklere kovalent bglanmamis mayanin PGA ile capraz-
baglanmasi

Kicuk parcalara ayrilmikoéptkler 50 ml % 10’luk sukroz % 3 PEG ve 1M
KH.,PO, (pH 7,4) tamponla hazirlangigozeltiye ilave edildi. 540 rpm’de
karismakta olan kagima capraz-hdanma reaktifi olarak ortama PGA azar azar ve 1
saat sonunda konsantrasyonu % 0,05 olaekitde % 5’lik PGA cb6zeltisinden ilave
edildi. Bir saat sonunda kopukler stizulerek ¢cozmitamindan uzaksarildi. 50 ml
distile su ile 4-5 kez 5’er dakika 540 rpm’de karilarak yikandi. Yikamasiemi
tamamlandiktan sonra elde edilen maya immobilizémegl kopukler invertseker
dretiminde kullanildi. Képtkler hemen kullaniimagéicise % 0,01 NaNiceren

distile suda +4C’'de muhafaza edildi.

3.3.2.4. Invertaz Enziminin Aktivite Tayini

1- Serbest Mayadakiinvertazin Aktivite Tayini

100 mg ekmek mayasi 50 ml distile su ile hazirlgnfé 10’luk sukroz
cOzeltisinde oda sicakinda muamele edildi. 20. dakikada 100 pl numune |900
distile su bulunan numungsesine alinarak 10C'deki su banyosunda 10 dakika
tutularak invertaz inaktive edildi. Qjan fruktoz miktart TLC kullanilarak tayin
edildi.
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2- Immobilize Mayadaki invertaz Enziminin Aktivite Tayini

Politretan képuklere immobilize edilgnekmek mayasi (3 g) 50 ml % 10’luk
distile su ile hazirlanmisukroz c¢ozeltisi ile 20 dakika muamele edildi. gakika
sonunda alinan 100 pl numune 1 ml'ye distile suamamlanarak 100 °C’deki su
banyosunda 10 dakika enzimin denatire olmasi igkletildi. Oluan fruktoz
miktari fruktoz standartlarn kullanilarak TLC-detosnetre metodu kullanilarak

belirlendi.

3.3.3.Sicaklik-Aktivite deneyleri

Immobilize (3 g) veya serbest maya (100 mg) distiléle hazirlanan sukroz
cozeltisiyle (% 10 w/v, 50 ml) 40, 45, 50, 55, @5, 70 ve 75C sicakliklarda 20
dakika sureyle reaksiyona sokuldu ve aktivite taadiidi.

3.3.4.pH-Aktivite Deneyleri

Immobilize (3 g) ve serbest maya (100 mgpigik pHlardaki (3,5-8,0)
sukroz cozeltisiyle (% 10 w/v, 50 ml) 58C’de 15 dakika slreyle reaksiyon
gerceklatirildi ve aktivite tayin edildi. pH 3 ve 6 arasiaki cOzeltiler 25 mM
kalsiyum asetat tampon ¢ozeltisi, pH 6 ve 8 aradndozeltiler ise potasyum fosfat

tampon ¢ozeltisiyle hazirlandi.

3.3.5.Kve Ve Tayini

Immobilize (3 g) ve serbest maya (100 mg) distilélsinazirlanmy desisik
konsantrasyonlardaki (25, 50, 100, 150, 200 mM)n80sukroz c¢oOzeltileriyle oda
sicaklginda iki dakika streyle reaksiyona sokuldu ve atdielirlendi.
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4.SONUC VE TARTISMA

Bu calsmada Saccharomyces cerevisiae kovalent bglanmayla politiretan
kopuklere immobilize edilmgtir. Poliliretan koépuklere polimerizasyon giununda
adsorbe olan mayanin c¢ozeltiye gegi onlemek amaciyla ikinci olarak PGA
kullanimiyla Hypol'e kovalent olarak BEnmasi sglandi. Capraz-hdama
yapilmadan dnceki immobilizasyon verimi % 65 olabadirlenmiti. Fakat 30 tekrar
kullanim sonunda bu aktivitenin % 40’larastligll belirlendi. Capraz-lganmayla
kararli hale getirilmi immobilizasyon verimi % 75 olarak belirlendi.
Immobilizasyon verimi TLC-densitometre ile belirleneimmobilize maya

aktivitesinin serbest maya aktivitesine oranin l@@arpilmasiyla elde dilrgiir.

GA ile capraz-bglamada enzim ve lg@mnmadan kalan aldehit gruplan
arasinda meydana gelen rasgelgldramalardan dolayl enzim inaktive olmaktadir.
Enzimin kararlilgi enzimdeki amin gruplari ile aldehit gruplarndétive edilmsg
taslyicl arasindaki spesifik olmayan glanmanin sinirlandiriimasiyla arttirilabilir.
Baglanma kagimina koruyucu reaktiflerin ilave edilmesiyle enzmolekilt fazla
olan aldehit gruplarindan korunaesadan enzim kararlgn arttiriimss olur.

Bu calsmada poliiretan kopuklere adsorbe ojmunayanin capraz-
baglanmasinda poliglutaraldehit kullanilirken PGA’nmaya invertazini inaktive
etmesini Onlemek igin caprazglama reaksiyonu PEG ve sukroz ortaminda
gerceklatirilmistir. Bacillus coagulans glukoz izomeraz GA ve yiuksek tuz
konsantrasyonlari kullanilarak sellloz fiberleremobilize edilmgtir [Amotz et
al.1987]. 1M’dan yiksek potasyum fosfat konsanwasari immobilizasyonu
olumlu sekilde etkilemgtir. Bu calsmadan yaralanarak bizde gercegkleligimiz
capraz-bglama reaksiyonunu yiksek tampon konsantrasyonlargetceklgtirdik.

25 mM ile 1 M fosfat tamponlarinin kalastiriimasi sonucunda 1 M fosfat tamponu

capraz-bglanma verimini olumlgekilde arttirdgr gozlenmgtir.

Seker ve polietilen glikol (PEG) gibi bazi katki noederi ¢ozelti halindeki
proteinleri kararli hale getirebilirler. PEG aldehgruplariyla kovalent hka
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olusturmaz. Ortama ilave edilen PEG miktari enzim Wdrgr Gzerinde etkilidir.

PEG miktar arttirlldikga kararllik artmaktadir.

Normalsartlar altinda enzimin d@l ve aktif 3- boyutlu yapisi ¢cok sayidaki
amino asit rezidisunden etuaktadir ve van der Waals kuvvetleri, iyonik
etkilesimler, hidrofobik etkilgim ve hidrojen bgi gibi farkli kovalent olmayan
kuvvetlerin bir dengesi sonucu gtaaktadir.

Enzimin kararli hale gelebilmesine PEG’in katkiarkh sekillerde olmy
olabilir. PEG hidrofobik yapida olgundan enzimin hidrofobik kalintilari olan
amino asitlerin ylzeyine Bknarak etkilgime girmktir. Enzim c¢o6zeltisine PEG
ilavesi sonucunda enzim molekdlinden su molekiibgiandgindan hidrofobik
karakteri arttiriimg ve enzim molekilu kararli bir yapiya d@niistir [Chae et al.
2000].

Capraz-bglama kleminde GA yerine PGA’in tercih edilmesinin sebebi
adsorbe olan enzimi geri dgiimsiz bglarla ba&lamasi sebebiyledir. GA, bazik
sartlar altinda aldol kondenzasyonungrayarak aldehit polimerleri ojturur ve bu
polimerlerin proteinlerle, kararli Schiff bazi eiumu yoluyla ya da bir Michael
katilmasiyla verdii reaksiyonlar geri-doniiimstzdir ve bu noktada rezonans ilg ba

kararl hale gelir.
4.1. Immobilizasyona Deterjan Etkisi

Hazirlanan politretan kopuklerin fiziksel ozelliki@ iyilestirmek icin
su/prepolimer orani ve deterjan ilavesi denendidBanemeler sonucunda 0,6 g Span
80 (sorbitan monooleat) ile hazirlaymikoplgin gbzenek yapisinin ghr
denemelerdekinden daha iyi sonu¢ vgrdve daha ylksek aktivite vegli
gozlenmgtir(Tablo 4.1). Kullanilan deterjanin noniyonik difilik ylzey-aktif reaktif
olarak kullanimi mevcuttur. BQeen Span80 miktarlar kullanilarak yapilan
immobilizasyon glemlerinde maya (100 mg), destile su (1,5 ml) ve@&1y2002 (2 g)

kullaniimis ve capraz-bgama slemi yapiimangtir.
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Tablo 4.1 Span 80 Miktarinin Aktiviteye Etkisi

Span 80 (g) Aktivite (% )
0,3 67
0,6 75
1 62

4.2 . Immobilizasyona Maya Miktarinin Etkisi

Immobilizasyona d#isen maya miktarlarinin etkisi incelenyni ve

Tablo.4.2’de de goruldiil gibi 100 mg maya kullanimi en iyi aktiviteyi veigtir.

Tablo 4.2Maya Miktarinin Aktiviteye Etkisi

Maya miktari (mg) Relative Aktivite (% )
100 67
75 63
50 53
25 38

Batch usuli gercekjarilen aktivite deneylerinde difiizyon problemini
ortadan kaldirmak icin farkli katirma hizlar denenmive optimum kagtirma

hizinin 540 rpm oldgu bulunmytur.
4.3. Aktivite-Tekrar Kullanim ve Aktivite-Gin Deneyleri

Bu calsmada, elde edilen immobilize maya invertazi Gr#fik ve 4.2’ de
goruldigu gibi, 30 tekrarlanan reaksiyon ve 30 gin boyuddavitesini korumugtur.
Grafikler icin gerekli olan deneyler 50 ml % 10’ldukroz c¢ozeltisiyle aktivite
deneylerindeki gibi gercelderilmi stir.
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4.4.pH-Aktivete Deneyleri

Immobilize ve serbest invertazi (izerine pH etkisaftkr4.3'te gosterilmitir.
Immobilize ve serbest maya invertaz enzimlerininiropm pH'si 4,5 olarak
bulunmustur. Immobilize enzim asidik pH’larda soluble enzime gdaha yuksek

aktivite gostermtir.
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O
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Grafik 4.3 Serbest ve immobilize invertaz igin pHthite grafigi
4.5. Sicaklik-Aktivite Deneyleri

Grafik 4.4.’te serbest ve immobilize invertaz Umerisicakigin etkisi
gosterilmitir. Serbest ve immobilize maya igcin optimum sidakb5’ C olarak

bulunmugtur.
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Grafik 4.4 Serbest ve immobilize invertaz igin &idaAktivite grafigi
4.6.K, ve Vax Tayini

Grafik 4.5’ te serbest ve immobilize invertaz i¢imeweaver-Burk grafi
gorulmektedir. Serbest maya invertazinin kinetécapetreleri =43,9 mM ve
Vma=9.3 mmol Fru/dak.mg maya iken immoblize enzim i¢p=68,8 mM ve
Vmax=6.8 mmol Fru/dak.mg maya olarak bulungtum. Immobilize enzimin I
degeri serbest enzime gore yailaolarak 1,5 kat artrgtir. Enzimin substratina olan
ilgisindeki bu dgisim, enzimin aktif bolgesinin immobilizasyondan é¢kimesinden
kaynaklanmaktadir [Arica et al. 2000].
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Grafik 4.5 Serbest ve immobilize invertaz icin Liveaver-Burk grafii

Bu tez cakmasinda politiretan kopuklere immobilizasyon metodu
kullanilarak maya yiiksek bir verimle (% 75) immatel edilmitir. Immobilize
enzim uzun sireli olarak ve tekrarl kullanimlarditivitesini korumaktadir. Bu
calismada elde edilen immobilize enzimle inveeker Uretiminde tampon ¢ozelti
yerine distile su kullanildi. Bu uygulama dretimiabdh ekonomik olarak
gerceklgtiriimesini salamaktadir. Elde edilen immobilize enzim endistriglarak

invert seker Uretiminde kullanilabilir.
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