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Penisilin agilaz (PA) (E.C 3.5.1.11), yar1 sentetik antibiyotiklerin tiretimi
stirecinde penisilin G’den, 6-aminopenisillanikasit (6-APA) tiretiminde kullanilan
endiistriyel olarak Onemli bir enzimdir. PA, diinyada en yaygin kullanilan
immobilize enzimdir. Kriyojel kolonlar immobilizasyon verimini artiran yiiksek
yiizey alanina sahip, 6zel yapilar1 nedeniyle gelismis kiitle transportuna izin veren
destek materyalleridir.

Bu ¢alismada; 6-APA iiretiminde mevcut ticari sistemlere alternatif, tekrar
tekrar ve yiiksek verimle kullanilabilecek PA ¢apraz baglanmis katalitik kriyojel
kolonlar iiretilmis ve tekrar kullanilabilirligi incelenmistir. Bu amagla; oncelikle
PA, R. Say ve ark tarafindan patenti alinan ANADOLUCA adi verilen,
fotosensitif capraz baglama yoluyla hidroksietilmetakrilat (HEMA) tabanl
monolitik kriyojel kolon yapisina komonomer olarak sokularak, enzimimsi
kriyojel kolon sentezlenmis ve karakterizasyon calismalar1 gerceklestirilmistir.
Daha sonra, sentezlenen katalitik kriyojel kolonlarin siirekli sistemde en uygun
calisma sartlart belirlenmistir. Calismanin son asamasinda ise mikrobiyal
kaynaklardan saflagtirilan PA, katalitik kriyojel kolon sentezinde kullanilmis ve 6-
APA iiretim performanslart incelenmistir. Katalitik kriyojel kolonlarin denge
sisme orani % 583,41 olarak bulunmustur. Serbest ve PA katalitik kriyojel kolon
icin optimal pH 7.2 ve optimal sicaklik 30°C olarak belirlenmistir. Ayn1 kriyojel
kolonun 16 defa kullanimindan sonra baslangi¢ aktivitesinin yalnizca % 26’sin1
kaybettigi gdzlenmistir. 150 giin siiren depolama (-20 °C de sodyumazid ¢ozeltisi
icinde) sonrasinda katalitik kriyojeller aktivitelerinin % 80’nini korurken, serbest
enzim, baslangi¢ aktivitesinin ancak % 42’sini koruyabilmistir. Penicillum
chryosogenum ’dan saflagtirllan PA c¢apraz baglanmis katalitik kriyojeller ile
optimal sartlar altinda 60 dak siirede 31,85 ug 6-APA iiretimi gergeklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Penisilin Agilaz (PA), 6-APA, Enzim immobilizasyonu,
ANADOLUCA, Kriyojel



@) ANADOLU UNIVERSITESI

ABSTRACT

Master of Science Thesis

CATALYTIC CRYOGEL COLUMNS FOR THE SYNTHESIS OF 6-APA
WHICH IS A KEY INGREDIENT IN THE PRODUCTION OF
ANTIBIOTICS

Ceylan HACIOGLU

Anadolu University
Graduate School of Sciences
Chemistry Program
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Serpil 0OZKARA YAVUZ
2014, 80 pages

Penicillin G acylase (PA) (E.C 3.5.1.11) is an industrially important
enzyme for the production of 6-aminopenicillanic acid from penicillin G during
the manufacturing of semi synthetic antibiotics. PA is an immobilized enzyme
which is extensivelyused in the world. Cryogel column sare support materials
having high surface area which cause an increase in immobilization efficeincy and
letting enhanced mass transport due to the their special structure.

In this study, high efficiency catalytic cryogel columns, which are
reusable and crosslinked with PA and will be an alternative to the current
commercial systems for the production of 6-APA, have improved and reusability
of this column has investigated. For this purpose, firstly, the hydroxy
ethylmethacrylate (HEMA) based enzymemimicking cryogel column has been
synthesized indroducing PA as a co-monomer by photosensitive cross-linking
using ANADOLUCA method pantented by Say et al., and characterization studies
have been performed. Then, the optimum conditions for these columns have been
determined in continuos system. In the last step of the study, purified PA from
microbial sources has used in the synthesis of catalytic cryogel column and
production performance of 6-APA has been investigated. The swelling ratio of
catalytic columns has found to be 583.41%. Optimum pH and temperature have
determined as 7,2 and 30 °C, respectively, for free and immobilized PA. It has
observed that the column activity has decresed only 26 % after 16 use of the same
column. After 150 days of storage (in sodiumazide solution at -20°C), while 80%
of catalytic activity of cryogels has conserved, free enzyme has conserved only
42% activity. 31,85ug 6-APA has produced in 60 minute optimum conditions
using catalytic cyrogel crosslinked with PA which has purified from Penicillium
chryosogenum 807.

Key Words: Penicillin Acylase (PA), 6-APA, Immobilization of enzyme,
ANADOLUCA, Cryogel
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1. GIRIS

Klinikte kullanilan 6nemli bir antibiyotik olan penisilin, agirlikli olarak
reaksiyon ¢ekirdeginin 6-aminopenisillanik asitin (6-APA) oldugu yari-sentez
yontemi ile tretilir. 6-APA, gliniimiizde {li¢ yol ile {iretilir; organik sentez,
fermantasyon ve enzimatik teknoloji. Ozellikle 1960’11 yillardan beri enzim
immobilizasyon ve biyoreaktor teknolojilerindeki gelismelerle birlikte 6-APA
tiretimi agirlikl olarak enzimatik teknolojilere baghidir. Ticari 6-APA {iretiminde,
penisilin agilaz (PA) katalizor olarak kullanilir (Roberto, Giordano ve ark. 2006).
PA, penisilin G molekiilinden, 6-APA ve fenilastik asit (PAA) hidrolizini
gerceklestiren endiistriyel olarak kullanilan énemli bir ticari enzimdir (Ferrira ve
ark. 2004).

Beta laktam antibiyotiklerinin diinya c¢apinda kullanim pazarlarinin
%19’unu penisilinler kapsar. Penisilinlerin bakteri duvarlarina kuvvetli inhibisyon
etkisi sebebiyle, antibakteriyel aktivite gostermesi, diisiik toksisitesi ve cesitli
bakteri suslarina etkinliginin bulunmasi kullanimini arttirir. Fakat bu beta
laktamlarin asir1 kullanilmasi direngli patojenlerin olusumuna yol agmistir. Bu
problemi yok etmenin ilk yolu yari sentetik antibiyotiklerin kullanimidir.
Ikincisiyse daha az yan etkiye sahip, toksisitesi azaltilmis patojenlere kars1 yiiksek
segiciligi olan, genis antimikrobiyal dizisi gelismis farmokolojik 6zellikleri olacak
sekilde tasarlanmasidir. Genellikle yar1 sentetik olarak iiretilen 6-APA, enzimatik
ya da kimyasal olarak iretilir (Chisti ve Moo-Young 1991). 6-APA’y1 kimyasal
olarak iiretmek i¢in, ¢evre kirliligine neden olan piridin, fosfopentakloriir ve
nitrosil kloriir gibi tehlikeli kimyasal maddeler kullanilir (Matsumoto 1993;
Vandamme 1988). Kimyasal siireclerin aksine enzimatik siireglerde tepkime
kosullar1 hafif ve segicilikleri daha fazladir. 6-APA iretimi i¢in maliyet
karsilastirilmas1 yapilirsa; kimyasal iiretime karsi enzimatik tiretim % 9 daha
ucuzdur (Anon 1992). Eger 6-APA iretimi pensilin G fermantasyonu ile
birlestirilirse % 20 tasarruf yapilmis olur. 6-APA’nin 2000 yilinda tahmini
gereksinimi 7000 tondur (Scrip 1987). 6-APA fiyati1 yari sentetik penisilinlerin

tiretim maliyeti lizerinde dogrudan etkili oldugundan 6-APA iretim teknolojisi
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gelismekte ve gelistirilmeye devam edilmektedir. 6-APA’nin segiciligini,
aktivitesini, safliklik derecesini arttirmak ve iiretim maliyetini azaltmak i¢in
immobilize PA iiriinleri yayginlastirtlmalidir (Parmar 2000).

Katalitik enzimlerin uygulama alanlar1 artmaktadir. Biyosegici olarak
ilag, tarim, saglik alanlarinda kullanilmaktadir. Fakat bazi enzim uygulamalarinin
tekrar kullanilabilirligi yoktur. Bunun sebebi, serbest enzim biyokatalizor olarak
uzun siire kararliligin1 koruyamaz. Bu enziminlerin geri doniistimleri imkansizdir.
Immobilize enzim sistemleri, rijit kat1 destek iizerindeki immobilize enzimin
kolay ayrilabilmesi ve dolgulu kolon ya da akiskanlastirilmis yatak reaktorde
kullanim kolayligi nedeniyle uygun goriilmiistiir. Son yillarda birgok immobilize
yontem ve tastyici sistemler incelenmistir. Zengin fonksiyonel gruplara sahip
enzimlerle temel etkilesim saglandigindan organik polimer tasiyicilar yaygin
olarak calisiimistir. Ornegin, Eupergit C oksiran enzim yataklar1 enzim tasiyict
olarak kullanilir. Fakat organik desteklerde 6nemli problemler bulunmaktadir.
Ornegin bu destekler mikrobiyal ataklarda ve organik ¢oziiciilerde zayif kararlilik
gosterirler. Buna karsin inorganik materyaller, silika jel, aliimina ve ¢ift kath
hidroksitler termal ve mekatronik kararliliga sahip, mikrobiyal ataklara ve organik
coziiclilere karsi son derece dayaniklidir. Bunlar arasinda gozenekli tasiyicilar,
yiiksek secicilik alan1 ve biiyiikk hacimli gézenekleriyle enzim immobilizasyonu
icin umut vericidir. Genel avantajlari; gozenekleri, substat ve iirlinlerin kolay
yiiklenmelerine ve tasinmalarina izin verir (Chong 2004). Monolitik kolonlar
immobilizasyon verimini artiran yiiksek yiizey alanina sahip, 0zel yapilar
nedeniyle gelismis kiitle transportuna izin veren destek materyalleridir. Monolitik
desteklere enzim immobilizasyonu bir devridaim reaktdr meydana getirir. Kiigiik
enzimler destek iizerine dogrudan immobilize edilebilirler. Biiyiik enzimler ise
maksimum enzimatik doniisiim saglamak i¢in bir uzatict kullanilarak immobilize
edilmelidir. Bu sayede tamamen ya da kisitlanmis olan enzim aktif merkezine
ulagilabilirligin Oniine gecilmeye c¢alisilir. Penisilin agilaz capraz baglama,
kovalent tutturma, fiziksel tutuklama gibi ¢esitli yontemlerle immobilize

edilmektedir.
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Immobilize enzimlerin serbest enzimlere gére dnemli iistiinliikleri vardir. Bunlar:

» Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir ve triinler enzim
tarafindan kirlenmez,

Cevre kosullarina kars1 daha dayaniklidir,

Bircok kez ve uzun siire kullanilabilir,

Siirekli islemlere uygulanabilir,

Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir,

YV V. V V V

Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in uygundur.

Immobilizasyon isleminin, tiim bu avantajlar1 yaninda, immobilize
enzimin iglem sirasinda ortama sizmasi ve immobilizasyon islemi sirasinda

enzimin aktivite kayb1 gibi 6nemli dezavantajlar1 mevcuttur.

Bu calismada, PA, ANADOLUCA (AmiNoAcid Decorated and Light
Underpinning Conjugation Approach) metoduna (Say ve ark 2009) gore kriyojele
immobilize edilerek degisik pH ve sicakliklarda aktivitesi ¢alisilmis ve tekrar
kullanilabilirligi incelenmistir. Bu metod ile enzime yeni polimerlesebilen uglar
kazandirarak hem Kkatalitik kriyojel yapisina komonemer olarak girebilmesi
saglanmig hem de enzimin kararliligi korunmustur. Bu sekilde immobilize
sistemlerin tiim avantajlar1 saglanmakla birlikte, PA yapiya enzimin dogal formu
korunarak sokuldugu ve protein yapisini olumsuz etkileyen immobilizasyon
sartlarina gerek olmadigr i¢in maksimum enzimatik doniisim korunmustur.
Enzim, Kkatalitik kolon yapisina polimerizasyon sirasinda monomer olarak
katildig1 i¢in immobilize sistemlerin diger bir dezavantaji olan ortama sizma
problemi de ortadan kaldirilmigtir. 6-APA iiretiminde kullanilan mevcut ticari
sistemlere alternatif kararliligini uzun siire koruyabilen, ucuz, degisik pH ve
sicaklik araliklarinda ¢alisabilen katalitik kriyojeller iiretilmistir. En son asamada
grubumuz tarafindan daha Once gerceklestirilen mikrobiyal kaynaklardan
saflastirllmis PA, Kkatalitik kolon sentezinde kullanilarak 6-APA {iretimi
gerceklestirilmistir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. Enzimlerin Kesfi

Enzim terimi ilk kez 1878 yilinda Kuhne tarafindan kullanilmistir. 1897
yilinda Eduard Buchner hiicrelerden fonksiyonel enzimleri ekstrakte ettigini
yayimlamistir (Paulo ve Giibitz 2003). 1940’lardan beri biyokimya alaninada
calismalar yapilmaya baslamistir. (Pfeiffer 1954)

2.2. Enzimler

Enzimlerin katalizlenmelerinde miikemmel 6zellikleri bulunur; yiiksek
aktivite, segicilik ve istikrar ve ¢evresel durumlar altinda performansa ve Kimyasal
prosese izin verir. BOylece miihendislikle biyolojik varliklardan elde edilen
enzimler endiistrial reaktorlerle amacina ulasirlar. Uygulanabilecek birgok teknik
vardir. Enzim 6zelliklerinin gelismesine yardimci olmaktadir ve bunlar birgok
bilim dalinda uygulanabilmektedir Mikrobiyoloji protein miihendisligi, Kimya ve
protein gibi... Fakat eski moda teknikler kullanilmasina ragmen son donemlerde
immobilizasyon sitemleri gelismektedir Immobilizasyon sistemlerine uygun
tasarim yaptiklarinda aktivitesi, Secicilikte artma ve inhibisyonu azalma olur

(Cesar, Jose ve ark. 2008).

Enzim katalizli bir reaksiyonda, substrat enzimin aktif kismina hidrojen
baglar1 ve iyonik baglarla baglanir, daha sonra enzim, substrati reaksiyon
iiriinlerine ¢evirir. Bir enzim molekiilii, dakikada binlerce kez reaksiyon
dongiisiine girip, dongiiyii yiirtitebilir (Sik 1998). Enzimlerin en 6nemli dzellikleri
katalizleme giiglerinin yiiksek, kararli ve spesifik olmalaridir (Lehninger 1982).
Enzimlerin yapisin1 olusturan proteinlerdeki aminoasit siralanisi, biyolojik
aktivitelerinin en biiyiik nedenleri arasinda sayilabilir (Lehninger 1982).

Glinlimiizde biyolojik malzemelerin fermantasyonu ile tretilip farkh
substrat 6zgiilliigli olan binlerce enzim bilinmektedir; fakat bunlardan ¢ok azi saf

halde elde edilip kristalize edilmistir.
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Enzimlerin sagladigi yararlar; substrat Ozgilliigii, 1limli reaksiyon
kosullart1 ve disiik siiregtir. Dogru enzimin secilmesiyle hangi {irtinlerin
iiretilecegini kontrol ederek ve istenmeyen yan reaksiyonlari en aza indirerek
maximum verim elde edilebilir. Mikroorganizma kaynakli enzimler, uygulama
alanlari, yiiksek verimlilikleri, genetik degisime gosterdikleri uyum ve
mikroorganizmalarin ucuz besi ortamlarinda hizli biiyiimesi gibi 6zelliklerinden
dolay1 bitkisel ve hayvansal kaynakli enzimlerden daha kullanighdir. Diinyadaki
mikroorganizmalarin ~ sadece  yaklastk  %2’si  enzim  kaynagi  olarak
degerlendirilmektedir. Bakteri tiirleri, yiiksek aktivite sergilemeleri, ndtr veya
alkali pH’larda iiremeleri ve sicakliga dayanikli olmalar1 nedeniyle daha c¢ok
tercih edilmektedir (Hasan ve ark. 2006).

Enzimlerin, diger kimyasal katalizorlere gore birgok istiinliikleri
bulunmaktadir. Enzimlerin kimyasal katalizoérlerden en onemli farki spesifik
olmalaridir. Genel olarak enzimler belirli maddeler arasindaki belirli reaksiyonlari
katalize ederler. Biyokimyasal katalizorler, reaksiyon hizinm 1020’ye kadar
artirirken, diger katalizorler 10°-10° kadar arttirabilmektedir. Enzimler yalnizca
canlt hiicreler tarafindan sentezlenir.

Enzim tarafindan degisiklige ugratilan maddelere ‘‘substrat’ denir.
Substratlar enzimde ‘‘aktif merkez’’ denilen 6zel bir bolgeye baglanirlar.
Polipeptit zincirinin belirli kisimlarinin 6zel katmanlari ile olusan bu aktif merkez,
katalitik aktiviteden sorumludur.

Alman Kimyact Emil Fischer 1894 yilinda Anahtar-Kilit ve Enzim-
Substrat iliskisini ortaya koymustur.

Enzimler genellikle substratlardan daha biyiik molekiillerdir. Enzim
molekiilii iizerindeki kofaktér ve koenzimlerin yer aldigi, enzim-substrat
kompleksinin sekillendigi dar bir bolge aktif merkezi teskil eder. Enzim molekiilii
Ozel bir cep igerir; bu aktif bolge olarak tanimlanir. Aktif taraf substrati
baglayarak enzim-substrat kompleksi olusturur. Enzim {iriin yapisina cevrilir ve
sonra lirlinden enzim ayrilir. Bir enzimatik reaksiyon su sekilde gerceklesmektedir
(Oztan 2007).

E+S « 4 ES__, E+P
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Enzyme changes shape
Substrate slightly as substrate binds

{ /A(:tive site
=

¢,

N/

= =

Substrate entering Enzyme/substrate Enzyme/products Products leaving
active site of enzyme complex complex active site of enzyme

Sekil 2.1.Anahtar kilit modeli (Koshland 1958)

2.2.1. Aktif merkezin baz 6zelikleri

» Aktif merkez enzimin protein kisminda yer alir.

A\

Aktif merkez belirli ¢esit, say1 ve diziliste aminoasitlerden olugmustur.

» Substrat aktif merkeze H-baglari, Van-der Waals ve elektrostatik giiglerle
cok zayif olarak baglamaktadir.

» Bazi enzimlerin birden fazla aktif merkezi olabilmektedir.

» Aktif merkez enzimin toplam hacminin ¢ok kiigiik bir bdoliimiinii

olusturmaktadir.

2.2.2. Enzim aktivitesi ve aktiviteyi etkileyen faktorler

Enzim aktivitesini genel olarak sicaklik, ortam pH’1, substrat ve enzim
derisimi etkiler. Bunun disinda iiriin derisimi, gesitli koenzim ve kofaktorlerin
derisimi, karistirma hizi ve enzimin kullanim siiresi gibi etmenler de soz

konusudur.

* Sicakhik: Kimyasal tepkimelerde oldugu gibi sicaklik enzimle katalize
edilen tepkimelerin hizin1 Arrhenius esitligine uygun olarak artirir. Sicaklik
arttikga molekiiller arasindaki carpismalar artar ve bdylece aktivasyon enerjisini
asan molekiillerin sayis1 artar. Sicaklikla enzimatik tepkime hizi bir maksimuma

ulasir. Bu nokta ayn1 zamanda optimal sicaklik degerine tekabiil eder; ¢ilinkii bu
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noktadan sonra sicaklifin artmasi enzimin denatiire olmasina ve tepkime hizinin

diismesine sebep olur.

e pH: Tepkime ortamindaki H® (hidronyum iyonu) iyon derisimi,
enzimin aktivitesini etkileyen bir diger parametredir. Her enzimin aktivite
gosterdigi farkli pH degerleri vardir. En yiiksek aktivitenin gozlendigi pH’a
optimal pH adi verilir. Bu pH’in etrafindaki pH’larda enzim aktivitesi daha
diisiiktiir. Enzimle katalize edilen tepkimelerde pH’1 sabit tutmak i¢in tampon

¢oOzeltiler kullanilir.

* Substrat derisimi: Sabit enzim derisimi igin substrat derigimi arttik¢a
tepkime hizi belli bir substrat derisimine kadar artar ve yiiksek substrat
derisimlerinde tepkime hiz1 daha fazla artmaz ve bir platoya erisir. Bu noktadaki
hiz degeri maksimum hiz (vm) olarak da adlandirilir. Sekil 2.2’de substrat
derisimiyle enzimatik tepkime hizinin degisimi gosterilmektedir.

Baz1 durumlarda yiiksek substrat derisimlerinde tepkime hiz1 azalir. Bu

durumda substrat inhibisyonu s6z konusudur.

* Enzim derisimi: Substrat derisimi kisitlayici olmadiginda enzimatik
tepkime hizi enzim derisimi ile dogru orantili olarak artar. Tutuklanmis enzim
sistemlerinde yliksek enzim derisimlerinde dis kiitle aktarim kisitlamalarindan

otiirti tepkime hizi belli bir degere kadar artar ve sabitlenir (Bailey ve Ollis, 1986).

Tepkime Hizl
M

rmax ——

o~

y

N

L
r

Substrat derigimi

Sekil 2.2. Substrat derisimiyle enzimatik tepkime hizinin degisimi
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2.3. Enzim Kinetigi

Enzimler substrata baglanarak ve enzim substrat kompleksi olusturarak
katalizledikleri tepkimenin aktivasyon enerjisini diisiirlirler. Serbest enerji ylikiinii
ya da denge sabitini etkilemezler. X 151n1 ve Raman spektroskopisi kullanilarak
yapilan cesitli caligmalar enzim substrat (ES) kompleksinin varligini ortaya
¢ikarmistir. Ancak enzim-substrat etkilesimi molekiiler agidan heniiz tam olarak
aciklanamamustir. Bu etkilesim farkli (ES) kompleksleri i¢in farkli olabilmektedir.
Enzim ve substrati arasindaki etkilesim genellikle zayif kuvvetlerle olmaktadir.
Cogunlukla Van der Waals kuvvetleri ve hidrojen bagi ES komplekslerinin
olusumunu saglar. Substrat aktif bolge olarak bilinen enzimin 6zel bir bdlgesine
baglanir. Substrat bagil olarak kii¢iik bir molekiildiir ve ¢ok daha biiyiik olan
enzim molekiiliinde belli bir bolgeye yapisal olarak uyar. Bu etkilesimi anlatan en
basit model Sekil 2.1°de gosterildigi gibi, enzimi kilit, substrati anahtar olarak
alan anahtar-kilit modelidir. Tek substrat-enzim katalizli tepkimelerin kinetiginin
matematiksel modeli ilk defa V.C.R. Henri tarafindan 1902°de ve L. Michaelis ve
M.L. Menten tarafindan 1913’te gelistirilmistir. Enzim, substrati {iiriine
donustiirtirken once onunla bir ‘‘Enzim-Substrat kompleksi’” olusturur, daha

sonra da bu kompleks iiriin ve enzime doniisiir.

2.3.1. Michaelis-Menten kinetigi

Michaelis-Menten kinetigine gore baslangi¢c enzim derisimi sabit alinip
reaksiyon hizinin substrat derisimine bagliligi incelenir. Sonucta hiperbolik bir
fonksiyon ve egri elde edilir (Sekil 2.3) Michaelis-Menten Bagmtisi su sekilde

tanimlanir.
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. -
Kkm [S]=Substrat Derisimi

Sekil 2.3. Michaelis-Menten grafigi

[ES] = B 2.1)

Esitlik 2.1.Michaelis-Menten bagintisi

Bu esitlikte Vmax; hiperbol asimtodunun y eksenini kestigi noktadir ve
maksimum hiz olarak belirtilir. Maksimum hizin yarisina (Vmax/2) karsilik gelen
substrat derisimi Km (Michaelis-Menten sabiti) olarak belirtilir. Vmax ve Km, bir
enzimin aktivitesini belirleyen 6nemli enzim sabitleridir.

Michaelis-Menten grafigi 3 bolgeden olusmaktadir. Birinci bolgede
substrat konsantrasyonu diisiik olacagindan ([S]<<Km) grafik dogrusaldir. Ikinci
bolgede oldukca biiyiik subsrat konsantrasyonlarinda herhangi bir ihmal
yapilamaz, reaksiyon karisik dereceden yiiriir. Uciincii bélgede [S]>> Km’dir.
V=Vmax olur ve reaksiyon sabit bir hizla devam eder. Michaelis-Menten grafigi
ile bir hiperbol elde edildiginden, uygulamalarda kolaylik saglamak amaci ile
bunun bir dogru denklemi haline getirilmesi gerekmektedir. Bu amagla eksen
Olcekleri uygun sekilde degistirilerek, degisik yollardan dogru denklemine
doniistiiriilebilir. Bunlardan en ¢ok kullanilan1 Esitlik 2.2 *deki Lineweaver-Burk
denklemidir (Lineweaver 1934).
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1= o g+ — 2.2)

Vmax [S] Vmax

Esitlik 2.2. Lineweaver-Burk denklemi

Bu denkleme gore ordinatta 1/Vmax, apsiste 1/[S] degerleri olmak {izere

bir dogru elde edilir. Bu dogrunun egimi ise Km/Vmax’dir (Sekil 2.4).

/v

Egim=Vm/Km

1= 1/vm

-1/Km 1/[5]

Sekil 2.4. Lineweaver-Burk grafigi

2.4. Enzimatik Analiz ve Aktivite Belirleme Yontemleri

Enzimler, biyolojik katalizor olmalar1 nedeniyle diinyamizdaki yasami
olas1 kilan etmenlerin basinda gelmektedirler. Bu agidan enzimoloji, molekiiler
biyolojinin en 6nemli alt ¢alisma alanlarindan birisini olusturmaktadir. Enzimlerin
varliklarini,  etkinliklerini,  lokalizasyonlarmi,  kataliz ~ mekanizmalarini,
miktarlarini, safliklarini vb. belirlemenin en etkin yolu onlarin aktivitelerini
Olemektir. Su ana kadar binlerce enzimin varligi saptanmis ve bunlara iliskin
aktivite tayin yontemleri gelistirilmistir. Herhangi bir enzim i¢in ideal bir aktivite
belirleme yolu yoktur, ¢ilinkii bir yontemin uygunlugu bazi faktdrlere baghdir.
Bunlarin basinda, enzimin saflifi, fizikokimyasal o&zellikleri, katalizledigi
reaksiyonun tipi, lokalize oldugu yer, 6l¢iim yonteminin maliyeti, eldeki mevcut
Olciim cihazlarmin niteligi ve Ol¢limiin duyarliligr ile ilgili zorunluluklar vb.

gelmektedir.

10
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2.4.1. Enzim aktiflik birimleri

Enzimler, biyolojik ortamda ¢ok az miktarda bulunduklar1 igin
miktarlarinin 6l¢iimii cok zordur. Ancak aktiviteleri Olgiilebilir.

Bir enzimin aktivitesini cesitli yollardan ifade etmek olasidir. Ornegin, 1
mg enzim proteini tarafindan birim zamanda meydana getirilen absorbans
degisikligi bir birim olarak ifade edilebilir. Fakat diinya genelinde, elde edilen
sonuclar1  karsilagtirabilmek icin daha standart bir birim tanimlamasi
gelistirilmistir. Bu uluslarasi iinite (International Unit; IU) veya enzim tinitesi

olarak ifade edilmektedir.

2.4.2. Enzim unitesi

Optimum sartlarda, bir {inite enzim, bir dakikada 1 pmol iirliniin
olusumunu (veya 1 pmol substratin doniigiimiinii) katalizleyen enzim miktaridir.

Enzim iiniteleri U seklinde gosterilmektedir.

2.4.3. Spesifik aktivite

Bir enzimin aktivitesini tanimlamak i¢in kullanilan diger bir birim de
spesifik aktivitedir. Bir enziminin spesifik aktivitesi, 1 miligram protein basina
diisen enzim {initesinin sayisidir. Spesifik aktivite, enzim {initesi/mg protein’ dir.
Saf bir enzimin spesifik aktivitesi sabittir ve o enzime 6zgii bir degerdir. Spesifik
aktiviteden yola c¢ikarak enzim {initesini miligram olarak tanimlamak da

mumkiindiir.
tinite/spesifik aktivite(iinite/mg) = miligram enzim (2.3)
Spesifik aktivite kavrami oOzellikle bir enzimin safligin1 kabaca

tanimlamak igin kullanilan bir 8lgiittiir. Ornegin, ham 6ziitlerdeki yiiksek protein

derisiminin ancak kiiciik bir kismim ilgilendigimiz enzime ait protein

11
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olusturmaktadir. Bu nedenle 6l¢iim yapildiginda oldukea yiiksek bir enzim tinitesi
elde etmek olasidir, fakat bu durumda enzimin spesifik aktivitesi diisiik olacaktir.
Enzimi saflastirdik¢a c¢ozeltideki enzim {initesi sabit kalirken, protein derisimi
diisecegi icin spesifik aktivite yiikselecektir. Enzim en yiiksek safliga eristiginde
spesifik aktivite sabit bir degere ulagacaktir.

2.5. Iimmobilizasyon

Immobilizasyon, enzimlerin katalitik aktivitelerini kaybetmeden siirekli
ve defalarca kullanimlarini saglamak iizere, fiziksel veya kimyasal olarak bir
destek materyali lizerine tutturulmasi olarak tanimlanir.

Endiistriyel ve analitik proseslerin ¢ogu, sulu ortamda gerceklesir. Bu
proseslerde enzimler, substrat ¢ozeltisi ile karistirilir ve ortamda iirlin elde
edildikten sonra enzimler ekonomik olarak geri kazanilamazlar. Ayrica siirekli
tiretim proseslerinde serbest enzimler kullanilamazlar. Enzimlerin sadece bir kere
kullanilmalar1 ve pahali olmalar1 nedeniyle, bu proseslerin maliyetleri oldukca
yiiksektir. Bu nedenle enzimler suda ¢oziinmeyen bir destege immobilize edilerek
hem defalarca kullanilabilmekte hem de siirekli proseslere uygulanabilmektedir.
Boylece, onemli miktarda ekonomik kazang elde edilmektedir. Giinlimiizde ¢ok

sayida immobilize enzim endiistride kullanilmaktadir (Karadag 2001).

Ne icin enzim
immobilizasyonu

Enzimin iiriinlerden
kullanmilabilirligi kolaylikla ayrilmasi

Sekil 2.5. Ne i¢in enzim immobilizasyonu

12



@ ANADOLU UNIVERSITESI

2.5.1. Enzim immobilizasyon tarihi

Ik kez 19. yiizyilin basinda, immobilize mikroorganizmalar endiistriyel
capta yaygin bir sekilde kullanilmaktaydilar. Bu durum hem sarap tiretimi hem de
atik sularin artimi igin tretilen filtreler i¢in gegerliydi (Hartmeier, 1988). Modern
immobilizasyon tarihi 1940’larin sonlarmma dayanmaktadir. Fakat o donemdeki
ilgili ¢aligmalardan bahseden yayinlar, diger alanlar ile ilgili dergilerde
yaymlanmalarindan dolay1 biyokimyacilarca biiyiikk oranda yok sayilmistir
(Trevan 1980). Immobilize enzim sistemlerinin pratik olarak ilk kullanimi ise

Grobhofer ve Scheilth 1954 tarafindan yapilmistir (Aksoy 2003).

2.5.2. immobilize enzimlerin avantaj ve dezavantajlar

Immobilize enzimlerin serbest enzimlere gore pek cok islevsel avantajlar:
vardir. Bunlardan en 6nemlileri su sekilde siralanabilir (Mosbach 1976;Zaborsky
1973; Pitcher 1978).

e Siirekli proseslere uygulanabilmeleri,

e Bircok kez ve uzun stire kullanilabilme,

e Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilme,

e (evre kosullarma (pH, sicaklik v.b.) kars1 daha dayaniklilik,
e Dogal enzime kiyasla daha karar olma,

e Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilme,

e (Cok adimli reaksiyonlar i¢in kullanilabilme,

e Enzimin kendi kendini par¢calamasi olasilig1 (otoliz) azalmasi,

e  Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilinmesidir.

Immobilize enzimlerin baz1 dezavantajlar1 da vardir. Bunlar da su sekilde
siralanabilir (Durante 2004; Trevan 1980).
e Immobilizasyon islemi boyunca enzim aktifligi azalabilir veya

kaybolabilir.
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e (ok basamakli immobilizasyon islemlerinde enzim karalilig sinirlidir.

e Enzim tasiyicilarinin maliyeti yiiksektir.

2.5.3. immobilize sistemlerde kullanilan destek materyalleri

Immobilize enzim sisteminin performansin1  belirlemede secilen
matriksin ozellikleri ¢ok ciddi derecede onemlidir. Ideal destek o6zelliklerini
siralamak gerekirse; sikismaya karsi fiziksel direng, hidrofilisite, enzimlere kars1
inertlik, kolay tiirevlendirilebilirlik, biyo-uyumluluk, mikrobiyal saldirilara
dayaniklilik, elde edilebilirlik ve diisiik maliyettir. Destekler kimyasal yapilarina

gore organik veya inorganik olarak siiflandirilabilirler (Buchholz ve Klein 1987).

Cizelge 2.1. Enzim immobilizasyonun da kullanilan baz1 destek materyalleri

Dogal Polimer Sentetik Polimer Anorganik
Seliiloz Stiren esasli polimerler Kil

Nisasta Akrilamit esasli polimerler Cam

Aljinat Naylon Silika jel
Karragenan Vinil ve allil polimerler Ponza tasi
Kollagen Akrilat esasli polimerler Aktif karbon
Jelatin Iyon degistirici regineler Metaller
Albiimin Maleik anhidrit polimerleri Metal oksitler
Ipek Bentonit

Organik destekler de dogal ve sentetik polimerler olarak ayrilabilirler
(Cabrala ve Kennedy 1991). Matrikslerin ortalama partikiil ¢api, sisme orani,
mekanik saglamlik ve sikisma oranmi gibi fiziksel oOzellikleri immobilize
sistemlerin performansinda biiyiikk bir 6neme sahiptir ve teknik sartlar altinda
kullanilacak reaktér tipini belirlemektedir. Ozellikle, por parametreleri ve partikiil
boyutlari, toplam ylizey alaninin biiyiikliigiinii etkilemekte ve boylece matriksin
enzim baglama kapasitesini etkilemektedir. Porsuz destekler diisiik diflizyonel

limitler gostermekte fakat az yiikleme kapasitesine sahiptir. Bu nedenle, porlu
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destekler genellikle tercih edilmektedir. Ciinkii genis yiizey alani yiiksek enzim
yiiklemesini saglayabilmekte ve ayrica da immobilize enzimler ¢evresel sartlardan
daha iyi korunabilmektedirler. Porlu sistemler, kapasite ve akis ozelliklerinin
optimizasyonu i¢in kontrollii por dagilimma sahip olmalidirlar. Inorganik
tastyicilarin  birgok avantajina karsin cogu endiistriyel uygulamalar organik
matrikslerle gergeklestirilmektedirler. Hidrofilisite, immobilize enzimlerin
aktivitesini belirleyen en 6énemli faktorlerden biridir. Cok genis c¢apta kullanilan
miikemmel bir matriks Agaroz’dur. Proteinler i¢in genis kapasite saglayan yliksek
porozitesine ek olarak hidrofilik karakterde olmasi, kolay tiirevlendirilebilmesi,
yiikli gruplarin yoklugu, ticari olarak bulunabilirlik gibi ¢esitli olumlu yonleri
vardir. Fakat agarozun ve diger bircok destegin kullanimina ciddi bir olumsuzluk
maliyetidir. Bu problem matrikslerin rejenerasyonunu ve tekrar kullanilmasini
saglayan tersinir metotlarla bertaraf edilebilirler. Enzimler destege geri dontisli
fiziksel adsorpsiyondan ve iyonik baglardan istikrarli kovalent baglara kadar
bir¢ok etkilesim ile baglanabilirler. Cesitli enzim immobilizasyonu yaklagimlarini
smiflandirmanin bir yolu da bunlari tersinir ve tersinmez baglanma olarak ikiye
ayirmaktir (Gupta ve Mattiasson 1992). Baglanma giicii genellikle tersinirlik ile
ters orantilidir. Bu iki zit kavramin kararlilik ve tersinirlik dengesini saglamak zor
olmaktadir. Bu konuda geleneksel olarak, kurulan bagin olabildigine gii¢lii olmasi

tercih edilmektedir (Beatriz ve Batista 2006).

Destek materyaline baglanmada enzim molekiiliiniin protein yapisindan
yararlanilir. Enzim molekiilii izerindeki fonksiyonel gruplar baglanmada etkilidir.
Bunlarin yaninda immobilizasyonda kullanilacak destek materyallerinde bazi

Ozellikler de aranir. Bunlar su sekilde siralanabilir (Beatriz ve Batista 2006).

e Hidrofilik karakter

e Suda ¢6ziinmeme

e Gozenekli yap1

e Mekanik dayaniklilik ve uygun partikiil biiyiikliigii
e Kimyasal ve termal dayaniklilik

e Mikroorganizmalara kars1 direngli olma

e Ucuzluk
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e Zehirsizlik

Immobilizasyon sirasinda enzim molekiilleri konformasyonel degisiklige
ugrayabilir. Immobilize enzimin zincir hareketleri cesitli faktorlere bagldir.
Bunlar, immobilizasyonda kullanilan kimyasallarin tipi, destekle enzimin
karsilikli etkilesmesi, aktiflestirici veya ¢apraz baglayici kimyasallar ile enzimin
etkilesmesi olarak belirtilebilir. Enzimler i¢inde bulunduklari ¢evre tarafindan
etkilenirler. Enzimin kati destek iizerinde immobilizasyonu enzimin etrafindaki
mikro g¢evreyi etkileyebilir, bu da enzimin gériinen davraniglari lizerinde asagida

belirtildigi gibi baz1 degisiklikler olusturur.

e Bolme etkisi

¢ Difiizyon sinirlamasi
e Yapisal degisiklikler
e Sterik siirlamalar

e inaktivasyon

2.5.4. Bolme etkisi

Poliiyonik destek kullanildiginda iyonik yapiya sahip substrat, tepkime
ortaminda homojen olarak dagilmaz ve enzim c¢evresinde farkli derisimde
bulunabilir. Olgiilen derisim degerleri genellikle kiitle fazindan yapilir. Bélme
etkisi ¢ok gozlenen bir durumdur. Ayrica, ¢6ziinen madde ile polimerik destek

arasinda hidrofobik etkilesmeler de olabilir.

2.5.5. Difiizyon simirlamasi

Difiizyonel smirlama, fiziksel biiyiiklik ile ilgilidir. Eger polimer
desteginin gozenek capi substrat molekiiliinden kiiciik ise substratin destek i¢ine
difiizlenmesi ve enzim ile temasa ge¢mesi engellenir ve bunun sonucu olarakta

herhangi bir tepkime meydana gelmez.
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2.5.6. Yapisal degisiklikler

Enzim immobilizasyonunda, enzim yapisinin belli bir pozisyonda uzun
siire korunmasi ile enzim ve destek materyali arasinda cok sayida baglanma
olusabilir. Enzimin katalitik aktifligi yapisal degigsmelere bagli oldugundan Km ve

Vmak degerlerinde de farkliliklar, enzim aktifliginde azalmalar olabilir.

2.5.7. Sterik simirlamalar

Eger immobilize enzimin aktif uclar1 substrat molekiiliiniin yaklagsmasina
elverisli pozisyonda degil ise sterik problemler ortaya ¢ikar. Ornegin enzimin
aktif guruplar1 destek maddesine doniik ise substratin aktif merkeze yaklagsmasi
engellenir. Enzim polimerik kafese hapsedildiginde, substrat molekiillerinin

enzime yaklasip direk temasa gegmesi matriks tarafindan engellenebilir.

2.5.8. Inaktivasyon

Zor tepkime sartlarinda (6rnegin yiiksek pH, ortamda serbest radikallerin,
oksitleyici reaktiflerin varlig1 gibi) gerceklesen immobilizasyon islemleri enzimin
bir kisminin veya tamaminin aktifligini yitirmesine sebep olabilir. Boylece
immobilize edilmis enzimin spesifik aktifligi, serbest enzimin aktifliginden
oldukca diislik olabilir. Enzim herhangi bir konformasyonel degisim olmaksizin

aktifligini kaybedebilir (Yamak 2007).

2.6. Enzim Immobilizasyon Yontemleri

Enzim immobilizasyonu ig¢in ¢esitli yontemler kullanilabilir. Bu
yontemler kimyasal ve fiziksel alikonma olarak iki ana bashk altinda
incelenebilir. Kimyasal immobilizasyon g¢apraz baglanma ve suda ¢dziinmeyen

tastyiciya baglanma olarak, fiziksel baglanma ise tutuklanma yontemleri olarak
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ayrilir. Immobilizasyon ydntemlerinin siniflandirilmas: Sekil 2.6.°da ki gibi

yapilabilir.
. Enzim
Immobilizsyon
Yontemleri
Capraz Suda Coziinmeyen Tutuklama
Baglanma | Tasiyiciya Baglama Yontemleri

Yontemleri ———

Matrikse
tutuklanma

. . Membran
Kovalent  —— yada .r."ikro
. Metalik kapsiillere
Iyonik Baglama tutuklanma
baglanma

Sekil 2.6. immobilizasyon yontemlerinin siniflandiriimasi

2.6.1. Kimyasal yontemler

Kimyasal immobilizasyon yontemleri, suda ¢oziinmeyen aktiflestirilmis
polimer ile enzim arasinda kovalent bag olusumu veya birden fazla enzim
molekiilii arasinda capraz bag olusumunu gerektirir. Kimyasal yontemler
cogunlukla tersinmezdir. Serbest enzimin yeniden geri kazanilmasi miimkiin
degildir (Saburo ve Atsuo 1985; Carr ve Bowers 1980). Kimyasal yontemlerle
immobilizasyonda, enzimin ¢ok kararli olmas1 ve destek maddesinin dayanikli
olmas gibi avantajlar vardir. Ancak immobilizasyon veriminin sinirli olmasi, 6zel
reaksiyon sartlar1 gerektirmesi, kimyasal olarak inert olan destek maddelerine
uygulanmasi i¢in aktivasyon islemini gerektirmesi gibi sorunlar da s6z konusudur
(John 1985).

Proteinlerin kovalent baglarin olusumunu temel alan immobilizasyonu en

yaygin kullanilanlardandir. Bu metodun bir avantaji, enzim ile destek arasindaki
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baglarin giiclii dogas1 sayesinde kullanildiklarinda enzimlerin ¢ozeltiye
karismamalaridir. Fakat, yiiksek bagli enzim aktivitesine ulagsmak i¢in, katalik
aktivite i¢in esansiyel olan amino asit uclarinin destek ile enzim arasindaki
kovalent bagda yer almamas1 gerekir. Baz1 durumlarda bu sart1 saglamak oldukca
zor olmaktadir. Aktivite verimini bazen artiran basit bir prosediir de, substrat
analoglarinin varliginda eslesme reaksiyonunu gergeklestirmektir (Mattiasson
1991). Immobilizasyon igin kovalent metotlar, enzimin {iriinde kesinlikle
bulunmamasini gerektiren durumlarda kullanilmaktadirlar.

Immobilizasyon i¢in ¢ok sayida ticari destekler vardir. Her durumda en
lyisi, katalizin ilgili 6zelliklerini ve kullanim amacini g6z oniinde bulundurarak
secim yapmaktir. Ancak, genellikle birden fazla yaklasim denemek ve 6zel durum

i¢in belli bir metod uydurmak gereklidir (White ve Kennedy 1980; Taylor1991).

2.6.1.1. Kovalent baglanma ile immobilizasyon

Tastyic1  destek maddesi; hidroksil, karboksil, amino, tiyol gibi
fonksiyonel gruplar tasimalidir (John 1985).

Kovalent bagli destek-enzim (Sekil 2.8) kompleksinin aktifligi dogal
enziminkinden farkli olabilir. Bu farkin biiyiikliigii tasiyici materyalin bigim ve
blytikligline, etkilesme yonteminin dogasina, tasiyict materyalin bilesimine,
enzim yapisina ve reaksiyon sirasindaki spesifik sartlara baghdir. Kovalent
baglanma ile immobilizasyonda eger tasiyic1 destek maddesi aktif degilse dnce
destek maddesi aktiflestirilir, daha sonra da enzimin kovalent baglanmasi

gerceklestirilir (Dumitriu ve ark. 1988).

A= A= A=
; i_— Aktiflestirme ; —3% Enzim ; [__E
7 A= ———— 2 —¢
A — ZEx Si=t
A l=x ] <
Al— A= Al
Destek Aktiflesmis Enzim bagh
destek destek

Sekil 2.7. Aktiflestirme sonras1 destek materyaline kovalent baglanma ile immobilizasyon
(Gokgoz 2006)
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Sekil 2.8. Kovalent baglanma ile immobilizasyon (Bickerstaff 1997)

2.6.1.2. Capraz baglanma

Enzim molekiilleri baska bir destek maddesi olmadan, kendi aralarinda
molekiil i¢i veya molekiiller arasi ¢apraz baglanarak immobilize olabilirler. Bu
yontem ii¢ boyutlu capraz baglanmis enzim olusumu esasina dayanmaktadir.
Capraz baglanma ile enzimlerin immobilizasyonu ¢ok basit olmasina ragmen
enzimlerdeki 6zel fonksiyonel gruplarin ¢apraz baglayici olarak kullanilabilmesi

icin gereken sartlarin se¢cimi ve kurulumu zordur (Sanjay 2006).

Sekil 2.9. Capraz baglanma modeli (Yamak 2007)

Enzim aktifligi, reaksiyon siiresi, sicaklik, iyonik siddet, pH, capraz
baglayici madde ve enzim konsantrasyonu gibi faktorlere ve bunlar arasindaki
dengeye baglidir. Bu metodun en 6nemli avantaji, tek bir islemde enzimleri
immobilize etmek icin iki ya da ¢ok fonksiyonlu maddelerin kullanilabilmesidir.
Bu metodun dezavantaji ise yiiksek aktiflik gésteren immobilize enzim elde etmek
icin molekiiller arasi capraz baglanma reaksiyonunun kontrol edilmesindeki
zorluklardir (Telefoncu 1997).
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2.6.2. Fiziksel yontemler

Fiziksel yontemler kovalent bag olusumuna bagli olmadan, enzimin
belirli bir yere tutturulmasini igerir. Enzimlerin immobilizasyonu bazi fiziksel
kuvvetlerin etkilesmesiyle (elektrostatik, protein-protein etkilesmesi, iyonik
baglarin olusumu, v.b) enzimin destek maddesindeki mikrobdlmeler igerisinde
veya gozenekli membranlarda tutturulmasiyla saglanir. Esas itibariyle fiziksel
immobilizasyon yoOntemleri tamamen tersinirdir. Bununla birlikte c¢ogu 06zel
orneklerde goz ardi edilemeyecek kadar tersinmez bag olusumlari da gozlenir.
Fiziksel yontemler adsorpsiyon ve hapsetme ile immobilizasyon olmak tizere iki

gruba ayrilir (Yamak 2007).

AAF T TN
\+ ./
= \ ™ +/ =<
. I |\ FEME
= (L i+44+:.7F) T EM=ENZIMMOLEKOLD
. E— TM=TASIYICI MATRIKS
e
‘—{\El\;—:

Sekil 2.10. Fizksel etkilesim modeli (Okubo 1984)

2.6.3. Adsorpsiyon ile immobilizasyon

Enzimin tasiyic1 destek iizerine fiziksel adsorpsiyonu, genis uygulama
alan1 olan basit bir immobilizasyon yontemidir (Zaborsky 1973). Adsorpsiyon
yontemi ile enzim immobilizasyonu kat1 destek tasiyici iizerinde enzimin fiziksel
adsorpsiyonuna veya iyonik baglanmasina dayanir. Fiziksel adsorpsiyonda
immobilizasyonu saglayan kuvvetler; hidrojen baglari, Van der walls kuvvetleri
ve hidrofobik etkilesimlerdir (Skovby 2007).

Adsorpsiyon yonteminde uygun bir c¢ozelti icinde ¢Ozlinmiis halde

bulunan enzim, destek ile belli bir silire etkilestirilerek enzimin destege
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tutturulmas1  saglanir. Immobilize enzimde hemen hemen higbir kimyasal
degisiklik olmaz. Ciinkii destek materyali ile kimyasal bir tepkime olmamaktadir.
Etkin bir immobilizasyon islemi i¢in, sicaklik, adsorbanin miktari, enzim derigimi,
iyonik siddet, pH ve ¢oziicli karakteri gibi degiskenlere baglidir. Adsorpsiyon
ortaminin  kosullari, enzimin fizyolojik kosullarina ¢ok yakin olarak
diizenlendiginde, aktivite kaybi olduk¢a diigiiktiir. Bu avantajlarin yaninda
optimum kosullarin saglanma giicliigii ve enzimle destek arasinda zayif bir ¢ekim
varsa enzimin desorpsiyonu ile iiriin kirlenmesi gibi dezavantajlar da s6z konusu
olabilir. Adsorpsiyon yonteminde en ¢ok kullanilan adsorbanslar; anyon ve katyon
degistiricili regineler, aktif karbon, sentetik ve dogal polimerler, silikajel, nisasta,

killer, aliimina, bentonit, seramikler ve gézenekli camlardir (Carr 1987).

2.6.4. Hapsetme ile immobilizasyon

Bu yontem polimerik matriks yapisinda veya yar1 gecirgen
membranlarda enzimin hapsedilmesine dayanir (Arica 1987). Enzim sulu
monomer veya polimer ¢ozeltisinde ¢oziiliir. Polimer olusumu ve/veya c¢apraz
baglanma 1siyla, gama radyasyonu veya UV ismlariyla baglatilir ve olusan
hidrofilik polimer i¢inde enzim hapsedilir (Arica ve Hasirct 1987). Polimerik
matriks yapisinin, substrat ve iriliniin difiizyonuna izin verirken proteinin
difiizyonunu engellemesi icin yeteri derecede siki olmasi gerekir. Bu yontem her
cesit enzimi, diger biyokatalizorleri, biitlin hiicreleri veya farkli captaki
mikroorganizmalar1 hapsetmek i¢in ¢ok genel kullanilabilir (Dumitriu1988). Bu
yontem c¢ok kolay uygulanabilen fiziksel bir yontemdir. Kimyasal baglanma
olmadigindan yiiklii tasiyicilara ihtiya¢ yoktur. Ancak enzimin immobilizasyon
islemi sirasinda inaktive olabilmesi gibi sorunlar olabilir.

Enzim hapsetme ydntemi i¢in organik ve anorganik yapiya sahip birgok
tasiyict destek maddesi kullanilir. Bu tasiyicilar partikiil, tiip, membran ve fiber
seklinde olabilir. Cizelge 2.2.’de enzim hapsetme yoOnteminde yaygin olarak

kullanilan bazi polimerler gosterilmistir.
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Cizelge 2.2. Enzim hapsetme yonteminde yaygin olarak kullanilan bazi polimerler

Dogal Destek Maddeleri Sentetik Destek Maddeleri
Polisakkarit kokenliler Poliakrilatlar
- Seliiloz Polistiren
- Aljinat Vinil ve alil polimerler
- Karragenan Poliamitler
Protein kokenliler Maleik andrit bazli kopolimerler
- Kollajen

Enzim hapsedilmesi i¢in tasiyict destek maddesi segilirken c¢esitli
faktorlerin goz Oniinde bulundurulmasi gerekir. Bunlar; fiziksel form, sertlik ve
dayaniklilik gibi mekanik 6zellikler, kimyasal ve mikrobiyal etkilere kars1 direng,
hidrofilik-hidrofobik ug¢ orani, gecirgenlik, yilizey alani, maliyet ve kolay
bulunabilirliktir. Hapsetme yontemi mikrokapsiil ve kafes tipi olmak iizere iki

gruba ayrilir.

2.6.5. Mikrokapsiil ile hapsetme yontemi

Bu yontemde enzim molekiilleri 10-1000 pm ¢apl kiiciik yar1 gecirgen
membranlara hapsedilir. Yar1 gecirgen membran, biiyiik protein veya enzimlerin
mikrokapsiil disina c¢ikmasma engel olurken, kiigiik substrat ve {iriin
molekiillerinin serbestge giris-¢ikisina izin verir. Enzimlerin mikrokapsiillenmesi
i¢in iki yontem kullanilir. Bunlar faz ayrimi ve ara yiizey polimerizasyonudur.

Faz ayrimi yonteminde, enzim ve mikrokapsiilii olusturan c¢ozelti
damlalar seklinde c¢oktiiriiciiye ilave edilir. Ara ylizey polimerizasyonun da ise
enzimin sudaki ¢ozeltisi, suyla karigmayan organik ¢ozelti igerisinde emilmesidir

Ortama eklenen polimer ¢ozeltisi, enzim mikro damlalarinin etrafinda
membran olusturur. Boylece enzim polimerik membran tarafindan sarilarak
mikrokapsiillenmis olur. Mikrokapsiilleme yonteminde herhangi bir kimyasal

baglanma olmadigindan enzim aktifligi serbest enzim aktifligine yakindir. Bu
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yontem ile oldukea biiyiik yiizey-hacim oranina ulasilir (Inam 1945). Bu oranimnin
biiyiik olmas1 da mikrokapsiil igerisinde olusan enzim substrat reaksiyonunun
olasiliginmi arttirir. Bu yontemde mikrokapsiil olusumu sirasinda yiiksek protein
konsantrasyonuna gerek olmasi ve yiiksek molekiil agirlikli substrat ve {irtinler

gerektirmesi gibi dezavantajlar s6z konusudur.

2.6.6. Kafes tipi hapsetme yontemi

Kafes tipi hapsetme yontemi, ¢capraz bagli polimerlerin bosluklar i¢inde
enzimin tutulmasi esasina dayanir. Bu yontemde enzim igeren monomer yada
polimer c¢dozeltilerine uygun bir kimyasal baglatici, UV veya gama-isinlar
uygulayarak yiiksek oranda g¢apraz bagli bir polimer agi olusturulur. Enzim
molekiilleri fiziksel olarak polimer kafes igerisinde tutulur ve jel matriksin digina
cikamaz, fakat substrat ve lirlin siirekli kafes igine giris-¢ikis yapabilir. Enzim
kimyasal degisime ugramaz. Ayrica bu yontemde farkli fiziksel formlarda suda
cozlinmeyen enzim tiirevleri hazirlanabilir. Jelatinimsi yapiya sahip enzim
tiirevleri, immobilize bir enzimin hem diizenli hem de diizensiz yiizeyler lizerinde
kolayca depolamasini saglar.

Capraz bagli polimer olusturarak enzim hapsedilmesinde en c¢ok
kullanilan polimer, N,N-metilen-bis-akrilamit ile ¢apraz baglanarak olusturulan
poliakrilamittir (Karadag 2001).
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Sekil 2.11. Polakrilamit jel i¢ine enzim hapsedilmesi (Arica 1998)

Bu yontemin avantajlar1 su sekilde siralanabilir (Arica 1998; Michael
1980;Saburo 1985)
* Capraz bag olusumunda kullanilan gama veya UV 1ginlari enzimin yapisini ve
aktifligini kimyasal metotlara gore daha az etkiler.
* Ortamdaki monomer ve c¢apraz baglayict derisimini degistirerek farkl
biiyiikliikte gdzenek boyutuna sahip polimerik kafesler elde edilebilir.
* Polimerlesme kolay ve hizli bir sekilde gerceklesebilmektedir.

Metodun dezavantajlari ise;
* Capraz bagli polimer aglarindan enzimin s1zmasi,

* Kii¢iik hacimli substratlar i¢in sinirli olmasi ve

» Makromolekiiler substrat i¢in diisiik aktiflik gostermesidir.

25



@) ANADOLU UNIVERSITESI

2.7. Anadoluca Metodu (AmiNoAcid Decorated and Light Underpinning
Conjugation Approach)

R. Say ve ark. tarafindan gelistirilen ANADOLUCA metodu farkh
protein ve enzimlere uygulanarak biyoteknolojik alanda farkli uygulamalarla
literatiire kazandirilmaktadir,. ANADOLUCA metoduna gore, rutenyum
kompleksi iceren fotosensitif aminoasit monomerler ile enzim, protein gibi
biyomolekiiller nano formatta sentezlenebildigi gibi, yine bu rutenyum aminoasit
selat kompleksleri [bis(2-20-bipyridyl)bis(MATyr)-ruthenium(ll) fotosensitif
monomer] enzimlerle etkilestirildiginde, enzim yapisindaki kirilganlig
engelleyerek, saglam, kararli yeni enzim yapilar1 olusturulmaktadir. Rutenyum-
aminoasit monomerleri enzimle etkilestirildiginde enzim yapisinda yeni
polimerlesebilen uclar olusturularak kriyojelin polimerizasyonu asamasinda
enzimin kriyojele ¢apraz baglanmasi gerceklestirilebilir. Bu sekilde gelistirilen
yeni fotosensitif karakterli enzim immobilize sistemler farkli ¢alismalarda iiretim

amaciyla kullanilabilir (Say ve ark. 2009).

Sekil 2.12. Rutenyum aminoasit selat kompleksleri (Say ve ark. 2009)
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Sekil

2.13. Rutenyum aminoasit selat kompleksleriile etkilestirilen PA mnin Kriyojel

gozeneklerindeki hipotetik modeli

2.7.1. immobilize edilen enzimden beklenilen ozellikler

Kullanilan immobilizasyon teknigi ne olursa olsun immobilize edilen

enzimden beklenilen Ozellikler :
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Yiksek kararlilik,

Siirekli iiretime olanak vermesi,
Reaksiyon kontroliine olanak vermesi,
Yiksek saflik,

Yiiksek {irtin yiizdesi,

Ekonomik olmasidir.

2.7.2. immobilizasyon yonteminin secimi

Immobilizasyon ydnteminin se¢iminde oncelikle enzimin baglanacag

destek materyalinin yapisi dikkate alinmalidir (D’Souza ve Godbole 2002).

Bagarili bir immobilizasyon ic¢in asagidaki faktorler g6z Oniinde

bulundurulmalidir (Mosbach 1976).

Destek materyalinin mekanik ozellikleri, 6zellikle fiziksel formu ve

mekanik kararlilig1 géz oniinde bulundurulmalidir.
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e Enzim, tepkimenin yiiriitiilecegi kosullarda kararli olmalidir.

e Capraz baglayict reaktifler, enzimin aktif uclart ile tepkimeye
girmemelidir veya capraz baglayici reaktif, enzimin aktif ucuna niifuz
etmemesi i¢in olabildigince biiyiik olmalidir.

e Miimkiinse enzimin aktif ucu bir sekilde korunmalidir. Ornegin siilfidril
enzimleri, glutatiyon veya sistein ile tepkimeye sokularak korunabilir ve
daha sonra enzim tekrar aktiflestirilebilir.

e Iimmobilizasyonda, baglanmamis enzimi uzaklagtirmak icin
uygulananyikama islemi enzimi etkilememelidir.

e Immobilize enzim, baz1 kimyasal tepkimelerde devamli katalizor olarak
kullanilacak ise immobilizasyon yontemini segmeden Once tepkimenin

dogas1 goz 6niinde bulundurulmalidir.

2.8. Makrogozenekli Kriyojeller

“Jel” adi1 altinda toplanan polimerik malzemeler polimer-immobilize
¢oziicli sistemleridir. Bu malzemelerde makromolekiiller 3B ag yapis1 olusturacak
sekilde birbirine baglanmig durumdadir. Jel morfolojisi (homo- veya heterofaz) jel
hazirlama yoOntemine; baglarin yapist ise polimerlerin kimyasal &zelligine

baglidir. 3B-ag yapisi i¢erisinde immobilize olan ¢dziiciiniin rolii ¢ok énemlidir.
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Cizelge 2.3. Polimerik jellerin siniflandirilmasi ve iiretim islemleri.

Polimerik jeller

Tiir Jel olusumu | Ornekler Yorumlar
Kemotropik Molekiiller Poliakrilamit jeller Biiyiik bir jel grubudur.
jeller arasi kimyasal Polistiren temelli iyon Monomerik onciillerin
baglar sonucu degisim regineleri veya dallanmig polimerizasyonu
olusan 3 poliakrilat matriksler sirasinda ya da polimerik
boyutlu Sephadexler olarak bilinen onciillerin ¢apraz baglanmasiyla
kovalent orgii capraz bagli dekstran olusur. Biyoteknoloji alaninda
yaygin kullanilir.
Iyonotropik Molekiiller Aljinat-polilisin veya Bu jeller belli kompozisyona
jeller arasi iyonik kitosan-polifosfat karigimi sahip ortamda kararliyken sivi
baglara (tuzlar) | matriksler gibi polielektrolit | ortamin pH veya iyonik bileseni
kararlhilik veren | kompleksler degistirildiginde kolaylikla
iyon degisim ¢oziiniirler. Immobilize
tepkimeleri mikrobiyel, bitki veya hayvan
hiicresi tasiyicilart olarak
kullanilirlar
Selatotopik Molekiiller Jel olusumu ¢ok disli gii¢li Ca-aljinat jeller hiicre
jeller arasi koordinasyon yapan metal immobilizasyonu igin
koordinasyon iyonlariin eklenmesiyle kullanilirlar diger selatotropik
baglarina saglanir. Cu(Il) veya Co(II) jeller i¢in heniiz biyoteknolojik
kararlilik veren | ile kitosan ¢ozeltileri, Cr(II) | uygulamalar bulunamamuistir.
selatlanma ile karboksimetil seliiloz
tepkimeleri cozeltileri veya Ca iyonlar
ile capraz baglanmus aljinat
jelleri,
Solvatotropik | Coziici Koaservasyon olgusu diye Coziicii olmayan bir madde
jeller bileseninin bilinen olay sonucu olusur. polimer ¢ozeltisi ortamina
degistirilmesiyl | Bu tiir jellesme filmlerin eklendiginde ortama olan

e olusan jeller

veya fiberlerin 1slak olusumu
sirasinda bir ara basamaktir.
Orn seliiloz nitratlardan ve
seliiloz asetatlardan

polimer afinitesini diisiiriilerek
ve kovalent olmayan polimer-
polimer etkilesimleri
olusturularak jel olusumunu
saglarlar.

Termotropik | Baslangi¢ Hidrofobik olarak modifiye Molekiiller aras1 hidrofobik
jeller polimer edilmis hidroksietil seliiloz etkilesimler jel olusumunda
sisteminin Ovalbiimin ve yumurta 6nemli yere sahiptir.
1sitilmastyla beyazi jelleri
elde edilirler Jelatin jeller
Nisasta jelleri
Agaroz ve agar agar jelleri
Carrageenan jelleri
Psikrotropik Jellesme Biyoteknolojide kromatografik
jeller baslangig malzemeler ve elektroforez
polimer matriks leri olarak kullanildig:
sisteminin gibi hiicre kiiltlirlemesi i¢in kat1
sogutulmasiyla ortam olarak da sik¢a kullanilir.
elde edilir
Kryotropik Baslangic Bu ¢aligmanin igerigini
jeller sisteminin olusturmaktadir.
dondurulma-
styla elde edilir.
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Coziicii sik1 polimer yapisinin olusmasina izin vermemekte ve sistemin
cokmesini  Onlemektedir. Jeller, akis ve yikilma olmaksizin tersinir
deformasyonlara dayanabilen fiziksel malzemelerdir. Polimerik ag yapisinda
bulunan molekiilleraras1 baglarin yapisina gore jeller iki gruba ayrilir: kimyasal ve
fiziksel jeller. Cizelge 2.3’te jellerin daha detayli bir smiflandiriimasi
Ozetlenmistir.

Kriyojeller, kismen donmus monomer veya polimer ¢ozeltileri kullanilarak
hazirlanan jel matriksleridir. Genel olarak kriyojeller birbirine bagh
makrogozeneklere (veya silipermakrogdzeneklere) sahiptir. Bu 0Ozellikleri
kriyojellerin nano-mikro 6lgek araliginda herhangi bir difiizyon sorunu olmaksizin
kullanimna olanak saglamaktir. Kriyojellerin osmotik, kimyasal ve mekanik
kararliginin yaninda essiz yapisal 6zellikleri sayesinde, biyolojik nanopartikiillerin
(plasmidler, viriisler, hiicre organelleri) ve hatta tam hiicrelerin (E. coli)
kromatografik ayrilmasinda kullanilmast miimkiindiir. Polimerik jeller,
biyoteknolojide = kromatografik = malzeme, molekiil  ve  hiicrelerin
immolibilizasyonu i¢in tasiyici, kat1 kiiltiir ortam1 ve elektroforez i¢in matriks
olarak kullanilmaktadir. Polimerik jellerin genis spektrumda kullanim olanag:
bazi gereksinimlere sebep olmaktadir. Bu gereksinimler, biyolojik uygulamalar
icin yeni nesil jel malzemelerin gelistirilmesini ve iretimini tetiklemektedir.
Biyoteknolojide uygulanma potansiyeli olan polimerik jellerden biri de
kriyojellerdir. Kriyojeller, diisiik veya yliksek molekiil agirligina sahip monomer
cozeltilerinin donma noktalarinda altinda gerceklestirilen kriyojenik uygulama
yontemi ile hazirlanmaktadir. Kriyojeller, ilk olarak 1960’11 yillarda rapor edilmis
ve biylik ilgi gérmiistir. Bu malzemelerin biyomedikal ve biyoteknoloji
potansiyelleri ise yeni kesfedilmistir (Hughes ve ark. 1982). Sekil 2.14.’te
kriyojellerin iretiminin sematik gosterimi verilmistir. Kriyotropik jellesme ile
elde edilen polimerik malzemelerin morfolojisi donmamis sistemde iiretilen
jellere gore onemli farkliliklar gostermektedir. Kriyojeller, diger kimyasal jeller
smiflarina (kovalent, iyonik, non-kovalent) farklidir. Ozellikle 1sisal baslaticili
jeller (termotropik) kriyojel hazirlanmasinda kullanilamazlar. Bazi istinalar
disinda, donma-kurutma yontemiyle hazirlanan polimerik malzemeler,

kriyojellerle benzer 6zellik gostermektedir. Coziiciiniin dondurulmas: ve ¢oziicii
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kristallerinin siiblimlestirilmesiyle hazirlanan polimerik malzemelerde birbirine
bagli gozenekler iceren bir ag sistemi elde edilmektedir. Fakat, donmamis sivi
fazda herhangi bir jel olusumu gézlenmemektedir. Donma-Kurutma yontemiyle
sadece ince filmler, plakalar veya kiigiik partikiiller hazirlanabilmektedir. Donma-
kurutma yontemiyle silindir veya ince bloklarin hazirlanmasi teknik olarak
miimkiin degildir. Fakat, kriyojeller istenilen sekil ve boyutta bloklar, silindirler,
graniiller ve diskler halinde hazirlanabilmektedir. Ayrica, kriyojellerin {iretiminde
¢oziiciiniin disiik basingta uzaklastirilmasina gerek olmadigi i¢in donma-kurutma
yonteminden daha kolaydir. Genis birbirine bagli gozenekli ag yapisi,
kriyojellerin temel yapisal karakteridir. Siingerimsi yapi igerisindeki gozenek
sistemi analit molekiillerinin aktirimla tasinmasin1 kisitlamamaktadir. Kriyojel
icerisinde olusturulan makrogdzeneklerin boyutlar: 10-250 um araliginda degisim
gostermektedir. Genis gozeneklerin olusturdugu ag yapist kriyojellerer nano-
mikro araliginda oOl¢ege sahip bircok biyomolekiiliin ayrilmasinda destek

malzemesi olma potansiyeli kazandirmaktadir.

(a) Baslangig (b) Donduruimus ¢ozeti (c) Eritiimig kriyojel
——30.
1—F ) ) _ o 7] - s ‘
2—1b- e Dondurma " Eritme ~
— —_ ] ¥ —

», ‘g — ¥ . o -

33— ¥ puran g - <
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Sekil 2.14. Kriyojel iiretiminin sematik gosterimi:1,¢6zeltideki makromolekiil; 2, ¢oziicii; 3, diistik
molekiil agirlikli ¢dziinen molekiilleri; 4, dondurulmus ¢oziiciiniin polikristalleri; 5,

donmamus sivi mikrofaz; 6, polimerik kriyojel; 7, makrogdzenekler; 8, ¢oziicil.

Kriyotropik jellesme isleminin temel karakteristik 6zellikleri,

Jel olusum ajanlarini igeren reaksiyon karisimi, c¢oziiciiniin donma
noktasinin bir ka¢ derece altinda dondurulur. Donmus haldeki sistem, tek parca
kat1 blok gibi goriinmesine ragmen donmamis sivi mikrofaz (UFLMP) igeren

heterojen bir karigimdir.
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UFLMP igerisindeki jel olusum ajanlarinin derisimi ¢oziicliniin
donmasinin etkisiyle yiikselmistir. Kriyoderisme olarak adlandirlan bu olay,
donmus sistemlerde jel olusumunun hizlanmasina sebep olmaktadir. Ayni
derisime sahip s1vi monomer ¢6zeltilerine gore jellesme olduk¢a hizli bir sekilde
gerceklesmektedir.

Coziicti kristalleri, gézenek olusturucu ajan olarak islev gormektedir.
Coziicii eritildiginde, bosluklar olugsmakta, makrogozenekler ¢oziicii ile
dolmaktadir. Coziicii ve jel faz arasindaki ylizey gerilimi, gézeneklerin yapisinin
yuvarlaklagsmasina ve gozenek yiizeylerinin daha diizenli olmasina sebep
olmaktadir. Donma islemi gergeklestiginde, ¢Oziicl kristalleri diger kristallerle
birlesene kadar biiylimektedir. Eritme islemi sonra jel icerisinde birbirine bagh
gozeneklerden olusan bir ag sistemi olugmaktadir. Gozeneklerin sekil ve
boyutlari, bircok faktdre baglidir; monomer derisimi ve kriyotropik uygulama
sicakligi en onemli etki eden faktorlerdir.

Kriyojellerin polimerik fazinda mikrog6zenek olusumlari
gbzlenmektedir. Bundan dolayi, kriyojeller hem heterofaz hem de heterogdzenekli

bir yapiya sahiptirler (Sekil 2.14).

2.9. Penisilin Acilaz Enzimi (PA)

B-laktam antibiyotiklerde bulunan B-laktam cekirdegi ile bir karboksil
grubu arasindaki amit bagini kesebilen ilk enzim 1950’lerde tanimlanmuistir.
Penisilin G agilaz olarak adlandirilan bu enzimin, on yil sonra, ters reaksiyon
(kondensasyon)  yoluyla  B-laktam  antibiyotiklerini  sentezleyebilecegi
belirlenmistir. Gegen siirecte, cesitli prokaryotlarda benzer aktivite gosteren ve
farkli substrat 6zgilliigiine sahip bir¢ok enzim bulunmustur (Polderman-Tijmes,
2004) Penisilin acilazlar (PA) (penisilin amidohidrolazlar, EC 3.5.1.11),
penisilinlerin yan zincirlerini kirma yoluyla 6-aminopenisillanik asit (6-APA) ve
ilgili organik asitleri olusturan bir grup enzimdir (Arroyo ve ark. 2003).

Penisilinler yillik tiretimleri ve recetelerde kullanim sikliklar1 nedeniyle,

giderek artan miktardaki alternatif antimikrobiyallerin varligina karsin, en 6nemli
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antibiyotiklerdir (Penalva ve ark. 1998). Penisilinler, bakteri hiicre duvari
sentezinde {stiin inhibe edici faaliyetlerine, ¢ok ¢esitli antimikrobiyal
aktivitelerine, cesitli bakteriyel suslara karsi goze carpan etkinlikleri ve diisiik
toksisiteye bagli olarak, tiim diinyada tahmini antibiyotik piyasasinin yaklagik
olarak %19’unu kapsamaktadirlar (Parmar ve ark. 2000). Bu antibiyotiklerin asir1
kullanim1 patojenlerde direnglilik gelisimine yol agmakta ve direnglilik
probleminin tiistesinden gelebilmek i¢in daha yeni yari-sentetik antibiyotikler
iiretilmektedir. Penisilin agilazlar, penisilinlerin yari-sentetik penisilinlerin biiyiik
bir kisminin yapildig1 - laktam niikleusu olan 6-APA’ya hidrolizini katalizleyen
enzimler olarak kullanilir. Protein miihendisligi yontemleriyle olusturulan yari
sentetik antibiyotikler, daha az yan etki, azaltilmis toksisite, patojenlere karsi daha
fazla segicilik, antimikrobiyal cesitlilik ve iyilestirilmis farmakolojik 6zelliklere
sahip olacak sekilde gelistirilebilmektedirler (Rajendhran ve ark. 2004; Parmar ve
ark. 2000). p-laktam agilazlar olarak adlandirilan bu grubun iiyeleri, 6ncelikle,
tercih ettikleri substratlarin ana ¢ekirdegine gore penisilin agilazlar ve sefalosporin
acilazlar olarak ikiye ayrilirlar (Sekil 2.15). Penisilin agilazlarin substratlarinin
cekirdegi 6-APA, sefalosporin agilazlarinki ise 7-aminosefalosporanik asit (7-
ACA)’tir. Daha ileri siniflandirma ise substratlarin yan zincirlerine gore
yapilmaktadir (Polderman-Tijmes 2004).

Penisilin agilaz’lar; penisilinin, 6-APA ve bir organik asite hidrolizini
katalize eden enzimlerdir. Organik asitin dogasi hidroliz edilmis penisilinin tipine
baghdir (Mahajan 1984). PA’lar; penisilin amidaz, penisilin agilaz, penisilin
amidohidrolaz, penisilin agiltransferaz, penisilin deacilaz ve penamidaz gibi farkl

isimlerle adlandirilirlar.
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Sekil 2.15. B-laktam agilazlarin simiflandirilmasi. Penisilinlerin, 6-APA ve sefalosporinlerin, 7
ACA ¢ekirdegi ve cekirdegin R pozisyonunda dogal yan zincirleri gosterilmistir
(Polderman-Tijmes 2004).

Penisilin agilazlar substrat tercihlerine gére siniflandirilirlar (Sekil 2.15)

I. sinif penisilin agilazlar (Penisilin V agilazlar); fenoksimetil penisilin (penisilin
V)’ihidrolize ederler.

II. sinif penisilin agilazlar (Penisilin G agilazlar); benzil penisilin (penisilin G)’i
hidrolize ederler.

II. smif penisilin agilazlar (Ampisilin agilazlar); ampisiline kars1 etkilidirler
(Mahajan 1984). Giiniimiizde, ampisilin agilazlar, a-amino asit ester hidrolazlar
(AEH’ler, EC 3.1.1.43) olarak siniflandirilmaktadir (Skrob 2003).

2.9.1.Penisilin G acilazlar

Segici olarak fenilasetil yan zincirine sahip penisilinleri (penisilin G)
hidrolize ederler ve genis bir substrat Ozgiilliigline sahiptirler. Penisilin G
acilazlar; Alcaligenes faecalis, Arthrobacter viscosus, Bacillus megaterium,
Escherichia coli, Kluyvera citrophila ve Providencia rettgeri gibi birgok bakteride
bulunur. B-laktam agilazlarin en c¢ok bilinen ve endiistride yaygmn olarak
kullanilan iiyesi E. coli ATCC 11105 penisilin agilazidir. 24 ve 64 kDa agirliginda
iki farkli alt birimden (heteromer) olusan E. coli penisilin agilazi periplazmik bir
proteindir (Skrob ve ark. 2003).
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Penisilin agilaz ilag endiistrisi i¢in olduk¢a onemlidir (Jaiprakash ve
ark.1997). Penisilin G agilaz (EC 3.5.1.11) endiistriyel siireglerde yar1 sentetik
penisilinlerden olan, 6-aminopenisilanik asit (6-APA) ve 7-amino- sefalosporanik
asit (7-ACA) tiretiminde kullanilmaktadir. 6-APA ve 7-ACA alkalin pH (7.5-8.5)
degerlerinde iiretilirken yar1 sentetik penisilinler asidik veya nétral pH (4.0-7.0)
degerlerinde iiretilir. Penisilin G acilaz degisik metotlarla; bira mayasi, bakteri ve
kiif mikroorganizmalar1 kullanilarak tiretilmekle birlikte ¢ogunlukla Escherichia
coli bakterisinden tiretilmektedir. Rekombinant E.coli kullanmak penisilin
tiretiminde karsilagilan glukoz, fruktoz, laktoz ve diger karbon kaynaklarinin
katabolik baskilamasi gibi degisik problemleri elimine eder (Kheirolomoom
2001).

2.10. PA’nin yap1 ve islevi

E. coli’ye ait PA, iki alt iiniteden (a- ve - alt tiiniteleri, sirasiyla 24 ve 63
kDa) olusan periplazmik heterodimerik bir enzimdir (Lee ve ark. 2000). E. coli
ATCC11105’e ait pac yapisal geni bir sinyal peptit (S), a alt {nitesi (o),
birlestirici peptit (C) ve B alt tinitesi (B) olmak iizere yaklasik 95 kDa’luk onciil
bir polipeptidir (preproPA) kodlamaktadir. Onciil enzim periplazmik yiizeye
taginarak, periplazmada birlestirici peptidi uzaklastirmak ve olgun enzimi tiretmek
icin otokatalitik olarak islenir (Kasche ve ark. 1999). Periplazmik islenme
mekanizmasi, ilk olarak proPA’nin kesimi i¢in (baglayici peptit ve p-alt linitesi
arasindaki kesim yerinden) molekiil i¢i otoproteolizizi, sonrasinda ise iki ya da ii¢
adimdan olusan ardistk C-terminal proteolitik islenme araciligiyla o-alt
initesinden birlestirici peptidin uzaklastirilmasini icermektedir (Kashe ve ark.
1999; Sizmann ve ark. 1990, Chou ve ark. 2000).

Periplazmik islenmeyi birlestirici peptidin atilmasi izlemekte ve iki alt
tinite (a, 24 kDa ve B, 63 kDa) olgun PA’nin olusumu i¢in hazir hale gelmektedir.
a ve B alt linitelerinden olugan olgun PA’da her iki alt iinitenin de enzimatik
aktivite i¢in gerekli oldugu ispatlanmistir (Bock ve ark. 1983). Bu cesit bir
olgunlagma siireci viral proteinlerin ya da okaryotik polipeptit hormonlarin

olusumunda goriilmekte olup; nadiren bakterilerde bulunmaktadir. Bununla
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birlikte her bir islenme adimi siiresince gerekli olan enzimler ve bunlarin hiicre

icindeki yerlesimi halen tam olarak tanimlanmamustir.

Penisilin G asilaz kesim bolgesi

N

OO/\N

COOH
beta - laktamaz kesim bdlgesi

Sekil 2.16. Penisilin G molekiilii izerinde penisilin acilaz ve beta-laktamaz kesim bolgeleri

PA, Ntn katlanmasi olarak bilinen iki anti-paralel B tabakasiyla dort
katmanli bir a+f yapisi i¢inde katalitik rezidii olarak (bu durumda, B-Serinl)
aktivite gosteren N-terminal bir niikleofilden olusan N-terminal-nukleofil
hidrolazlar ailesine aittir (Brannigan ve ark. 1995) (Sekil 2.16). PA’nin kristal
yapisi, enzimin dimerik, Onciil ve substrat-bagli formlart ig¢in bilinmektedir
(Duggleby ve ark. 1995; Done ve ark. 1998; Alkema ve ark. 2000; Hewitt ve ark.
2000; McVey ve ark. 2001)

Sekil 2.17. PA’nin ikincil yapisal elementlerini, a-heliksler ve B-tabakalarimi gosteren sekli. a)
Olgun enzim (McVey, 2001). b) Onciil: A domain yesil, B domain mavi ve birlestirici

peptit kirmizi renktedir. N-terminal niikleofilik serin rezidiisii sar1 bir top olarak

IVERSITESI

gosterilmistir.

Penisilin G’nin B-laktam ¢ekirdeginin birincil amino grubu ile fenilasetik

asidin (PAA) yan zincirinin karboksil grubu arasindaki amit bagin1 hidrolize eder.
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Sekil 2.18. PA enziminin kristal yapisi (Hewitt ve ark. 2000).

PA  homologlari
(Polderman-Tijmes, 2004). Escherichia coli, Kluyvera citrophila, Providencia
rettgeri ve Alcaligenes faecalis gibi Gram negatif bakterilerin PA’lar1 periplazmik
alanda birikirken, Arthrobacter viscosus ve Bacillus megaterium gibi Gram pozitif
bakterilerin PA’lar salgilanmaktadir (Cizelge 2.4). Son donemde, bir Bacillus sp.
susundan hiicre i¢i bir PA rapor edilmistir (Rajendhran ve Gunasekaran 2004;
Polderman-Tijmes 2004).

biitiin  prokaryot

krallig1 i¢inde

bulunmustur

Cizelge 2.4. Penisilin G acgilazin mikrobiyal kaynaklar1 (Rajendhran ve Gunasekaran 2004).

Protein alt birimleri

Organizma Enzim yerlesimi
a (kDa) B (kDa)

Escherichia coli periplazmik alan 23,8 63,4
Kluyvera citrophila periplazmik alan 23,6 61,7
Providencia rettgeri periplazmik alan 23,7 62,2
Alcaligenes faecalis periplazmik alan 23 62,7
Arthrobacter viscous hiicre dist 24,3 61,4
Bacillus megaterium hiicre dis1 24,2 61,4
Bacillus sp. hiicre i¢i belirlenmedi

PA’nin ticari amagla kullanilan islev ve mekanizmasi genis Olcilide

anlasilmis olmakla birlikte, PA’nin in vivo islevleri lizerine yeterli bilgi yoktur.

37




@ ANADOLU UNIVERSITESI

PA’nin in vivo ekspresyonunun hem sicaklik, hem de PAA tarafindan
diizenlendigi go6zlenmistir (McLanahan 2003). Bakterilerde, PA’nin roliiniin
heniiz acik olmamasina ragmen, enzimin serbest yasama evresindeki organizma
tarafindan bir karbon kaynagi olarak kullanilabilen PA iiretimi ig¢in fenil
asetilenmis bilesenlerin yikiminda rol aldig: ileri siirilmektedir (Rajendhran ve
Gunasekaran 2004; Arroyo ve ark. 2003; McLanahan 2003). Ayrica, Escherichia
coli’de pac geninin, yikim yolaginda islevsel olan fenil asetillenmis bilesenleri
saglayan, (4-hidroksifenilasetik asit yikim yolagi bilesenlerini kodlayan) bir gen
kiimesinin yakinina yerlestigi gozoniinde bulundurulmalidir (Rajendhran ve
Gunasekaran 2004).

Escherichia coli PA’s1 gibi, diger pek ¢ok PA birbirinden farkli iki alt
birimden olugmaktadir ve benzer molekiiler agirliklara sahiptirler. Dizileri, PA
dizisine %29 ila %83 benzerlik gostermektedir ve dizi hizalama ¢alismalarina
dayanarak, biitiin bu enzimlerin N-terminal bir katalitik serine sahip olduklar1 ve

PA i¢in tarif edildigi gibi bir dnciilden tiirevlendikleri sonucu ¢ikarilabilir.

2.10.1. Penisilin a¢ilazin kararhhg:

Kararli enzim elde etmek lizere genetik olmayan su metotlar yaygin

olarak kullanilmaktadir (Rajendhran ve Gunasekaran 2004).

Artmis icsel kararlilikta enzimler i¢in mikroorganizmalarin taranmast
Kararlilig: arttirabilen ¢esitli katkilarin kullanimi

Kat1 bir destek iizerine enzimlerin immobilizasyonu

A w0 np e

Enzimlerin kimyasal modifikasyonu

Biitiin bu metodlar sicaklik, pH ve organik ¢oziiciilere karsi kararlilig
arttirmak i¢in basarili sekilde uygulanmaktadir (Rajendhran ve Gunasekaran
2004).

PA’larin sicaklikla  denatiirasyonu, sudaki ~ konformasyonel

hareketliliklerine baghdir. Hareketlilikleri, ulagilabilen serbest su miktarinin
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diismesiyle azalabilmektedir. Bu azalma, poliol bilesenleri, polietilen glikolleri,
bisimidoesterler, notral tuzlar, albliminler, diger proteinler, tiol indirgeyici ajanlar
ve seker poliolleri gibi stabilize edici ajanlarin eklenmesiyle basarilabilmektedir
(Arroyo ve ark. 2003). Geri doniisiimsiiz enzim denatlirasyonuna karsi seker,
yiizey aktif maddeler (bir sivinin yiizey gerilimini azaltan madde), polioller ve
tuzlar gibi katkilar etkinken, geri doniisiimlii denatiirasyon, en iyi immobilizasyon
yontemiyle durdurulmaktadir. Enzimlerin ¢apraz baglanmis ajanlar tarafindan
kimyasal modifikasyonu, protein molekiillerinin sicaklikla denatiirasyona karsi

kararliligini arttirmak i¢in kullanigl bir metottur (Rajendhran ve ark. 2004).

2.11. 6-APA Sentezi

6-APA’nin geleneksel kimyasal sentezi, Gist-Brocades sirketinde
1970’lerde baglamistir. Ancak bu sentez, zararli kimyasallar ve ¢oziiciilerin
kullanildigr bir siiregle gergeklesmektedir. Bu yaklagim, penisilin G’den yiiksek
miktarda 6-APA olusumunu saglayan, PA hidroliz reaksiyonu ile yer degistirene
kadar 15-20 yil siireyle kullanimda kalmigtir (Arroyo ve ark. 2003).

Penisilin G agilazlarla kiyaslandiklarinda penisilin V agilazlar, daha
yiiksek bir substrat konsantrasyonunda, daha fazla doniistimii basarmaktadirlar ve
bu enzimlerin daha genis optimal pH araliklarinda aktif olmalari, hidroliz
stiresince tamponlama gerekliligini diigiirmektedir. Diinyada en yaygin sekilde
kullanilan B-laktam antibiyotikleridir. Bu antibiyotiklerin gereginden fazla
kullanim1  direngli  patojenlerin  gelisimine  yol  agmaktadir.  Birgok
mikroorganizmanin sahip oldugu dogal diren¢ mekanizmalar1 ya da mutasyon
yoluyla kazamlan dayamklilik nedeniyle penisilinler etkisiz kalabilmektedir. Ote
yandan penisilin G midede kararli degildir ve bu nedenle igne yoluyla verilmesi
gerekmektedir. Giinlimiizde, penisilin gibi antibiyotiklere karsi kazanilan bu
diren¢ probleminin {iistesinden gelen tek yontem; yeni yar1 sentetik penisilinlerin
kullanimidir. Yar1 sentetik penisilinler, penisilin V ve penisilin G’ye gore;
kararlilik, daha kolay emilim, daha az yan etki, azaltilmis toksisite, patojenler
karsisinda miikemmel secicilik, genis antimikrobiyal etki ve 1iyilestirilmis

farmakolojik 6zelliklere sahip olacak sekilde gelistirilebilir (Arroyo ve ark. 2000;

39



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

Parmar ve ark. 2000). Ancak, diinyada yapilan biitiin 6-APA’nin sadece %15’1
penisilin V’den iiretilmektedir. 6-APA’nin diinya capinda yillik 9000 ton
civarindaki {iretimi, penisilin G ve V lizerinden enzimatik olarak saglanmaktadir
(Arroyo ve ark. 2003). PA’larin biyoteknolojik uygulamalari, [-laktam
antibiyotikleri, kii¢lik peptitler ve rasemik karigimlardan saf izomerlerin iiretimi
icin geleneksel kimyasal prosediirlere ciddi bir alternatif olarak ortaya ¢cikmistir
(Arroyo ve ark. 2003).

2.11.1. Penisilin Acilaz ile kataliz edilen B-laktam antibiyotiklerinin

sentezi

Yari sentetik penisilinlerin ve sefalosporinlerin genis dlgekli tiretimi igin
biyoteknolojik islemler, (Sekil 2.19), bir B-laktam niikleusuyla uygun D-amino
asit tiirevinin penisilin agilazlar tarafindan katalizlenen yogunlastirilmasi iizerine

odaklanmistir (Arroyo ve ark.2003).

HoN \
COOMe C
N PenIS|I|n
,/ I
Y as /, acylase 0 T,

T
ST
alT
anlT

X o //// COOH
co Ampicillin Amoiacnlm
6-APA (X=H) (X=0H)
NH, NH; ; ] -
. H H H H Yari sentetik penisilinler
QI I _s I s
\- B o C/HN\ :
COOMe Penisilin H
* |
acylase o] —N__~
——N /
/ = o, « S CHj
X [¢]
COOH
COOH Cephalexin Amoxicillin
7-ADCA (X=H) (X=0H)

Sekil.2.19. Baz1 6nemli B-laktam antibiyotiklerinin PA katalizli sentezi (Arroyo ve ark. 2003).

Yar1 sentetik penisilinler enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde yogun
olarak kullanilan antibiyotiklerdir. Dolayisiyla bunlarin {iretimi ve tiikketimi igin
diinyada biiylik bir pazar olugsmustur. Yar1 sentetik penisilinler, antibakteriyel

aktiviteden sorumlu B-laktam halkasi iceren ve ana penisilin cekirdegi olarak
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adlandirilan 6-APA’ya amino grubundan farkli yan zincirler baglanmasiyla elde
edilirler. Bu nedenle yar1 sentetik penisilinlerin iretiminde Oncelikle 6-APA’nin
elde edilmesi zorunludur. 6-APA giiniimiizde degisik yollarla tiretilir; penisilin G
ya da penisilin V’den kimyasal (organik sentez), fermantasyon ve enzimatik
teknoloji ve 6zellikle 1960’11 yillardan beri enzim immobilizasyon ve biyoreaktor
teknolojilerindeki gelismelerle birlikte 6-APA iiretimi agirlikli olarak enzimatik
teknolojilere baglhdir.

B-laktam antibiyotiklerinin enzimatik sentezi i¢in en basit strateji, denge
kontroliiniin veya termodinamik olarak kontrol edilen sentezin kullanilmasidir. Bu
metot, diisiik pH degerlerinde, 6rnegin, substratin ¢ogunun ayrilmamis formda
bulundugu kosullarda, 6-APA, 7-ACA veya 7-ADCA gibi uygun bir niikleofilin
serbest asitler tarafindan dogrudan agilasyonunu icermektedir. Su-organik ¢oziicii
karigimlari, B-laktam antibiyotiklerinin dogrudan sentezinde bir iyilestirme
yaratmak iizere kullanilabilmektedir. Ek olarak, substratlarin ve irlinlerin pK
degerleri  arttirilabilmektedir, bu da asitlerin ¢dzliinmemis formunun

¢Oziiniirliiglinlin arttirllmasiyla sonu¢lanmaktadir.

41



@ ANADOLU UNIVERSITESI

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasallar

Bu tez ¢alismasinda kullanilan saf PA (Escherichia coli) 5-10 unite/mg
protein, 6-nitro-3-fenilasetamidobenzoik asit (NIPAB), Penicillin G sodyum tuzu
>98.0%, 4-(Dimetilamino)benzaldehit,  2-Hidroksietilmetakrilat (HEMA),
Amonyum per stilfat (APS), 4-aminoantipirin ve metakroilkloriir Sigma (St Louis,
USA) firmasindan temin edilmis ve metakroilkloriir diisiik basing altinda
damitilarak polimerizasyon inhibitorlerinden armdirilmistir. N, N'- Metilen
bisakrilamit (MBAAmM) Fluka, Chemica ve N, N, N', N'- Tetrametiletilendiamin
(TEMED) Fluka, BioChemica firmalarindan temin edilmistir. 6-APA, Sodyum
fosfat monohidrat, Sodyum fosfat dibazik BioXtra, >99.0% , Sodyum kloriir
BioXtra, >99.5%, Sodyum hidroksit BioXtra, >98% Sigma-Aldrich firmasindan
ve diger ¢ozelti hazirlamada kullanilan kimyasallar analitik saflikta olup Sigma-
Aldrich firmasindan temin edilmistir. Kimyasallar kullanilincaya kadar uygun

kosullarda muhafaza edilmistir.

3.1.2. Kullanilan cihazlar

Monomer ve polimerlerin karakterizasyon ¢aligmalarinda Shimadzu 8000
model FTIR, JEOL- JEM 1220EX model (Tokyo, Japan) taramali elektron
mikroskobu (SEM), Quontachrome, Nova 2200e model spesifik yiizey alani
olgiim cihazt (BET) ve AKTA, UPC-900, P 920 model FPLC cihazi
kullanilmistir. Cozeltilerin pH degerlerine WTW Series pH 730 Inolab- pH-
metresi ile bakilmigtir. Adsorpsiyon-desorpsiyon galismalari ve enzim aktivitesi
Ol¢iim c¢aligmalarinda ise Synergy H1 hydrid reader model spektrofotometre

kullanilmustir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Penisilin acilaz ¢capraz bagh katalitik Kriyojel kolon sentezi

PA c¢apraz bagl katalitik kriyojel kolon sentezinde Anadoluca metodu
kullanilmistir. Bu amagla 25 uM rutenyum bagli metakroil amido tirozin ve 300 U
PA c¢ozeltisi 2 saat silireyle azot atmosferi altinda karistirilmistir. Bu siire
igerisinde 1 mL deiyonize suda ¢oziinmiis 56 mg MBAAmM ve 740 uL deiyonize
su ile karistirilmis 260 uL. HEMA monomeri hazirlanarak, monomer gapraz
baglayict karisimi olusturmak tlizere ii¢ ¢6zelti birlestirilmistir. Polimerizasyonun
baslamasi i¢in 1 mL su igerisinde ¢oziinmiis 4 mg APS ve 5 uLL. TEMED alt ucu
parafinle kapatilmis olan 5 mL’lik 0.8 cm capli enjektére doldurulmus monomer
capraz baglayici karigimina eklenmis ve 6nce 2 saat siireyle -12 °C’de daha sonra
da 16 saat siireyle -20 °C’de dondurulmustur. Reaksiyona girmeyen bilesenlerin
uzaklastirilmast amaciyla hazirlanan kriyojel sirasiyla % 75°lik, % 50’lik ve
%25’lik 5 mL etanol ¢ozeltisiyle daha sonra 10 mL deiyonize suyla yikanmis ve

kullanilincaya kadar -20°C de muhazafa edilmistir.

3.3. Karakterizasyon calismalari

3.3.1. Sisme Testi

PA ¢apraz baglh katalitik kriyojel kolonun ve bos poli(HEMA) kriyojel
kolonun denge sisme oraninin belirlenmesi islemi i¢in; kuru kriyojel + 0.0001
duyarlikla tartilmis ve 50 mL saf su i¢ceren kaba konulmustur. Daha sonra kriyojel
kolonlar belirli siirelerde sudan alinmais, siizge¢ kagidi yardimi ile yiizeydeki su
uzaklastirilarak tartilmistir. Kaydedilen kuru ve islak agirliklar kriyojel kolonlarin
sisme oranlarinin hesaplanmasinda kullanilmistir. Kolonlarin sisme oranlari

asagdaki esitlik yardimiyla hesaplanmistir.

Sisme orani (%) = [(Ws-W)/Wq] x 100 (3.2)
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Bu esitlikte; Wo: Kriyojellerin sismeden dnceki agirligi

Ws: Kriyojellerin sismeden sonraki agirliklarini ifade etmektedir.

3.3.2. FTIR analizi

PA ¢apraz bagh katalitik kriyojel kolon ve poli(HEMA) kriyojel kolon
oda sicakliginda kurutularak FTIR spektrumu alinmasi i¢cin ATR modu

kullanilmistir.

3.3.3. BET yontemiyle yiizey alan1 analizi

PA c¢apraz bagl katalitik kriyojel ve poli(HEMA) kriyojelden birer gram
tartilarak BET yoOntemiyle yiizey analizi yapan cihaza yerlestirilmistir. Sivi azot
ile muamele edilerek ilk Once kriyojellerin gozeneklerinde bulunabilecek su
uzaklastirilmis ve yapimin fiksasyonu yapilmistir. Cihazda 50 noktaya gore analiz

yapilarak kriyojellerin 1 graminin yiizey alani1 bulunmustur.

3.3.4. Yiizey morfolojisi analizi

PA c¢apraz bagh katalitik kriyojel kolonun ve poli(HEMA) kriyojel
kolonun yiizey morfolojisi SEM kullanilarak belirlenmistir. Kriyojellerden alinan
numuneler analiz edilmeden o©nce oda sicakliginda kurutulmustur. Kuru
kriyojeller 6rnek haznesine yerlestirilmis ve yerlestirildikten sonra vakum altinda
yaklasik 100 A kalinliginda altin ile kaplanmis ve sonra SEM ile goriintiileri

alinmustir.

3.3.5. Sikistirma testi

PA ¢apraz bagh katalitik kriyojel kolon ve poli(HEMA) kriyojel kolon

etiv yardimiyla kurutulmistur. Kurutulmus kriyojel tartilmistir. Daha sonra
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kolonlar enjektore alinarak doyuruluncaya kadar su ilave edilmistir. Kriyojellerin

gram basina tuttugu su miktari1 hesaplanmaistir.

3.4. PA Capraz Bagh Kriyojelin ve Ticari PA’nin Aktivite Incelemeleri

3.4.1. PA Capraz Bagh Kriyojelinin hazirlanmasi i¢in farkh U

degerlerinde PA denenmesi

200 U-1000 U arasinda PA alinarak 5 mL lik PA capraz bagl katalitik
kriyojel kolonlar hazirlanistir. Daha 6nceden hazirlanan pH 7,2 lik 10 mM fosfat
tamponu icinde 250 pM NIPAB substrat olarak kullanilmis ve kriyojel kolona
adsoplanan penisilin agilaz ile 30 °C’de etkilestirilmistir. Sonucta iiriin olarak
olusan 6-nitro-3- aminobenzoik asit miktarindaki zamana bagli degisimin 405

nm’de spektrofotometrik olarak tayiniyle penisilin acilaz aktivitesi hesaplanmaistir.

3.4.2. Optimal sicakhigin belirlenmesi

PA c¢apraz bagh katalitik kriyojel kolonun ve ticari PA’nin optimal
reaksiyon sicakligini belirlemek tizere; 10, 20, 30, 40, 50, 60 ve 70 °C’de standart
aktivite testleri yapilmistir. pH 7.2’°de 10 mM fosfat tamponu iginde 250 puM
NIPAB ¢oziilerek substrat olarak kullanilmis ve katalitik kriyojel kolonda bulunan
300 U PA ve 300 U ticari PA ile hazirlanan ¢6zelti yukaridaki sicaklik
degerleriyle 60 dk boyunca etkilestirilmistir. Sonugta 6-nitro-3-aminobenzoik asit
miktarindaki zamana bagh degisimin 405 nm’de spektrofotometrik tayiniyle PA

aktivitesi hesaplanmistir. Optimal sicaklik degeri belirlenmistir.
3.4.3. Optimum pH’n belirlenmesi
PA c¢apraz bagh katalitik kriyojel kolonun ve ticari PA’nin optimal

reaksiyon pH’1n1 belirlemek iizere yapilan ¢alismada pH’lar1 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0,
7.0, 7.2, 8.0, 9.0, 10.0 olan tampon ¢ozeltiler hazirlanmistir. 250 uM NIPAB
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substrat olarak kullanilmistir. PA ¢apraz bagh katalitik kriyojel kolon ve ticari PA
ile  30°C’dectkilestirilmistir.  Olusan iiriin  6-nitro-3-aminobenzoik  asit
miktarindaki zamana bagli degisimin 405 nm’de spektrofotometrik olarak
Olclilmesiyle PA aktivitesi hesaplanmistir. Farkli pH araliklarinda ¢aligmasi igin
farkli pH’larda tamponlar hazirlanmistir. Bu tampon ¢ozeltilerin hazirlanma
prosediirleri asagida verilmistir;

Glisin-HCI tampon: 0.2 M glisin ve 0.2 M HCI stok ¢6zeltileri hazirlanmisti. 0.2
M glisin ¢ozeltisinden 12.5 mL almip iizerine istenilen pH’ya gore yeterli
miktarda 0.2 M HCI eklenerek H,O ile 50 mL’e tamamlanmistir. Glisin-HCI
tamponu pH 2.0 - 4.0 araliginda hazirlanmistir.

Asetat tampon: 0.2 M asetik asit ve 0.2 M sodyum asetat stok ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Daha sonra bu stok ¢ozeltilerden 50 mM asetik asit ve 50 mM
sodyum asetat ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu iki ¢ozelti birbiriyle uygun oranlarda
karigtirilarak, pH 4.0 - 5.5 araliginda tampon ¢ozeltiler hazirlanmistir.

Potasyum fosfat tamponu: 1 M KH,PO, ve 1 M K;HPO, stok c¢ozeltileri
hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltilerden 50 mM KH,PO,4 ile 50 mM K,;HPO,
hazirlanip, pH 6.0-9.0 araliginda istenen pH degerini verecek sekilde birbiriyle
karigtirilmagtir.

Karbonat-bikarbonat tamponu: 0.2 M sodyum karbonat ve 0.2 M sodyum
bikarbonat stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Daha sonra bu ¢ozeltilerden hazirlanan
50 mM sodyum karbonat ve 50 mM sodyum bikarbonat ¢ozeltileri birbiriyle
uygun oranlarda karstirilarak pH 9.0 - 11.0 araliginda tampon ¢ozeltiler elde

edilmistir.

3.4.4. Enzim aktifligine substrat derisiminin etkisi
PA capraz bagl katalitik kriyojel kolonun enzimlerin aktifligine substrat
derisiminin etkisinin incelenmistir. Km ve Vmak sabitlerinin hesaplanmasi i¢in

de su yol izlenmistir.

E+SoES—>E+U (3.2)
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Bu esitlikte:

E:enzim,

S:substrat,

ES: enzim-substrat kompleksi,

Utiiriinii tepkime hiz sabitlerini gdstermektedir.

Yukaridaki enzim tepkimesi i¢in reaksiyon hizi Michaelis-Menten
Esitligi ile verilir. Esitlik (3.3)

V = Vmax[S]/(Km + [S] ) (3.3)

Esitlikte; V, reaksiyon hizini, S, substrat derisimini, Vmak, maksimum
reaksiyon hizini, Km, ise Michaelis-Menten sabitini gostermektedir.

Michaelis-Menten Esitliginin diizenlenmesi ile Lineweaver-Burk Esitligi
elde edilir. Esitlik (3.4)

1/V =Km/Vmax 1/([S]) + 1/Vmax (3.4)
Bu esitlige gore; 1/V, 1/[S]’e kars1 grafige gecirildiginde yeni bir dogru
elde edilir. Bu dogrunun egiminden Km/Vmak degeri ve y-eksenini kestigi
noktadan ise 1/Vmak degeri hesaplanmustir.
3.4.5. Depolama kararhhgi
Enzim immobilizasyonunda 6nemli parametrelerden biri de enzimin
depolama karaliligidir. PA ¢apraz baglh katalitik kriyojel kolon ve ticari PA —20

°C’de depolanarak 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150°nci giinlerde aktivite

Olgtimleri alinarak depolama kararliliklart belirlenmistir.
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3.4.6. Tekrar kullanilabilirlik

Enzimlerin immobilizasyonunda 6nemli parametrelerden biri de enzimin
tekrar kullanim sayisidir. Serbest enzim sadece bir kez kullanilabilir, ancak PA
capraz bagl katalitik kriyojel kolon defalarca kullanilabilmektedir. Bu ¢alismada
PA ¢apraz bagh katalitik kriyojel kolonunu tekrar kullanim sayisini incelemek

amaciyla ayni katalitik kriyojel kullanilarak aktiflik tayini deneyleri yapilmistir.

3.5. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Hem serbest PA’nin hem de PA c¢apraz bagl katalitik kriyollerin
aktiviteleri, Nitro-3-fenilasetamidobenzoik asit yontemi ile belirlenmistir
(Kutzbach ve Rauenbnsch 1973). Bu prosediire gore, pH 7,2 10 mM fosfat
tamponu ile hazirlanmig 250 uM (NIPAB) ¢6zeltisi substrat olarak kullanilmaistir.
Enzim aktivitesi belirlenmek istenen PA hazirlanan substrat ¢ozeltisi ile 30 °C’de
etkilestirilmistir. Olusan triin 6-nitro-3-aminobenzoik asit miktarindaki zamana
bagli artisin 405 nm’de spektrofotometrik olarak tayiniyle PA aktivitesi
hesaplanmugtir. Bir enzim aktivitesi (U) dakikada 1 pmol 6-nitro-3-aminobenzoik
asit olusumunu katalizleyen enzim miktar1 olarak tanimlanmistir. Enzim aktivitesi

ise asagidaki esitlige gore hesaplanmaistir.
Enzim Aktivitesi (-—) = AAbs/ATxVx4.49 (3.5)

Bu esitlikte;

AAbs: Absorbanstaki degisimi
AT: Etkilesim siiresini

V: Substrat ¢ézeltisinin hacmini ifade etmektedir.
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3.6. Mikrobiyal Kaynaktan PA Saflastirilmasi, PA Capraz Bagh Katalitik
Kriyojel Sentezi ve 6-APA iiretimi

3.6.1. Mikrobiyal Kaynaktan PA Saflastirilmasi

Penicillium chrysogenum 807 Amerika Birlesik Devletleri Tarimsal
Arastirma Merkezi’nden temin edilmistir Poli(HEMA-co-MAAP kriyojel,
metakroil amidoantipirin tutturulmus 2-hidroksi etil metakrilat (HEMA) tabanl
stiper makro gozenekli kriyojeller serbest radikal karyokopolimerizasyonu
yontemiyle sentezlenmistir. Poli(HEMA-co-MAAP FPLC’de kolon materyali
olarak kullanmilmistir. Hazirlanan ham ekstraktlar FPLC kolonuna verilmistir.
Desorpsiyon ajani olarak 1 M NaOH kullanilmigtir. Desorpsiyon ajani ile birlikte
gelen pik toplanmig ve saflastirma gerceklestirilmistir. Bu saflagtirma islemi

(Akkus 2012)’ de verilmistir.

3.6.2. Mikrobiyal Kaynaktan Saflastirilmis PA Capraz Bagh Katalitik
Kriyojel Sentezi

Mikrobiyal kaynaktan saflagtirilan PA’dan Ornek alinarak 3.2.1.°de
anlatilan PA ¢apraz bagh katalitik kriyojel sentezlenmistir. Bu amagla 25 uM
rutenyum bagli metakroil amido tirozin ve 10 ug mikrobiyal kaynaktan
saflastirilan PA ¢ozeltisi 2 saat siireyle azot atmosferi altinda karistirilmistir. Bu
stire igerisinde 1 mL deiyonize suda ¢oziinmiis 56 mg MBAAmM ve 740 pL
deiyonize su ile karistirilmis 260 uL. HEMA monomeri hazirlanarak, monomer
capraz baglayict karisimi  olusturmak iizere {ic ¢Ozelti birlestirilmistir.
Polimerizasyonun baglamasi i¢in 1 mL su igerisinde ¢6ziinmiis 4 mg APS ve 5 ul
TEMED alt ucu parafinle kapatilmis olan 5 mL’lik 0.8 cm ¢apli enjektdre
doldurulmus monomer ¢apraz baglayici karisimi eklenmis ve dnce 2 saat siireyle -
12 °C’de daha sonra da 16 saat siireyle -20 °C’de dondurulmustur. Reaksiyona
girmeyen bilesenlerin uzaklastirilmas: amaciyla hazirlanan kriyojel sirasiyla %
75 lik, % 50’ lik ve % 25° lik 5 mL etanol ¢ozeltisiyle daha sonra 10 mL

deiyonize suyla yikanmis ve kullanilincaya kadar -20 °C de muhazafa edilmistir.

49



@ ANADOLU UNIVERSITESI

3.7. Mikrobiyal Kaynaktan Saflastirilan PA Capraz Bagh Katalitik

Kriyojelin 6-APA Uretim Performansinin Degerlendirilmesi

Mikrobiyal kaynaktan saflagtirilan PA kullanilarak hazirlanan katalitik
kriyojelin  6-APA iiretim performansi p-Dimetilaminobenzaldehit (PDAB)
yontemi ile belirlenmistir (Balasingham ve ark. 1972). Bu prosediire gére pH 7,2
50 mM fosfat tamponu kullanilarak 15 mM Pen G ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Hazirlanan katalitik kriyojel ile bu ¢ozeltinin 10 mL’si kolonda 30 °C’de 1 saat
devirdaim edilerek etkilestirilmistir. Etkilesim sonrasinda alinan 500 pL 6rnek
tizerine, 3 mL sodyum asetat tamponu eklenip, reaksiyon durdurulmustur. Olusan
6-APA miktarina gore degisen sar1 renk olusumu gozlenmistir. Orneklerin 415 nm
dalga boyunda spektrofotometrik Olgtimleri okunarak hazirlanan 6-APA

kalibrasyon grafiginden iiretilen 6-APA miktarlar1 belirlenmistir

3.7.1. 6-APA Kkalibrasyon grafiginin hazirlanmasi

6-APA stok ¢ozeltisi, pH 7,2 10 mM potasyum fosfat tamponunda 6-
APA, 1 mgmL'l olacak sekilde hazirlanmistir. % 0.5’lik PDAB ¢06zeltisi
deiyonize su kullanilarak hazirlanmigtir. 6-APA stok ¢6zeltisinden 50, 100, 150,
200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 uL ¢ozelti alinarak toplam hacim distile su ile
500 pL’ye tamamlanmustir. Her bir tiipe 1,5 mL hazirlanan asetat tampon
eklenmistir. Daha sonra orneklerin iizerine 0,05 mL PDAB eklenerek 415 nm
dalga boyunda spektrofotometrik olarak &lgiimleri yapilmustir. Iki  setin
degerlerinin ortalamasi alinarak kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve egrinin egimi
hesaplanmistir. Elde edilen egim degeri olusan 6-APA’nin hesaplanmasinda
kullanilmistir.

PA aktivitesi asagidaki formiille hesaplanmustir;

A(415) % 1000 /MA (6—APA)
Egim XEnzim Hacmi (mL)  Reaksiyon Zaman 1(dk)

Aktivite = X Reaksiyon Hacmi (3.6)

Reaksiyon Siiresi: 60 dakika
MA (6-APA): 216,3 gmol™
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4. BULGULAR

4.1. Penisilin Agilaz Capraz Bagh Katalitik Kriyojel Kolon Materyalinin ve
poli(HEMA) Kriyojel Kolonun Karakterizasyonu

4.1.1.Yiizey morfolojisi

PA capraz bagl katalitik kriyojel kolon (Sekil 4.1) ve poli(HEMA)
kriyojel kolon (Sekil 4.2) materyallerinin ylizey morfolojisi SEM kullanilarak
incelenmistir. Sekil 4.2°de goriildiigi gibi sentezlenen kriyojellerin gdzenek
boyutu enzim immobilizasyonuna imkan verecek kadar biiyiiktiir ve heterojen bir
gozenek dagilimina sahiptir. Sekilden de anlasilacagi gibi PA c¢apraz bagh
katalitik kriyojel kolon materyalinin heterojenligi artmistir. Genis akis kanallarina

ve siipermakro gozeneklere sahiptir. Kriyojeller, opak, siingerimsi ve elastiktir.

Sekil 4.1. Bos poli(HEMA) kriyojel kolonun SEM goriintiisii
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Sekil 4.2. PA capraz bagl katalitik kriyojel kolonun SEM goriintiisti

4.1.2. Yiizey alani 6l¢iimii

PA c¢apraz baglh katalitik kriyojel kolon ve bos poliHEMA) kriyojel
kolon materyallerinin spesifik yiizey alam1 BET yontemiyle Ol¢iilmiigtiir. PA
capraz bagl katalitik kriyojel kolonun spesifik yiizey alan1 1455,446 m?g™ olarak
bulunmustur. Ayrica bos poliHEMA) kriyojel kolon materyallerinin spesifik
yiizey alani 1790.913 m?g™ bulunmustur. Bos poli(HEMA) kriyojel kolona PA

capraz baglandig: i¢in yiizey alani kii¢iilmiistiir.

4.1.3. Sisme testi

PA capraz bagl katalitik kriyojel kolon polimerik yapida, biiyiik gézenek
boyutuna sahip, ¢apraz bagli, hidrofilik bir matrikstir. Bu c¢alismada c¢apraz
baglanan PA kriyojelin denge sisme orant % 583,41 olarak bulunmustur. Sisme
testi ¢caligmasinda 72 saat boyunca kriyojel 6rnegi su dolu beherde tutulmustur ve
belli araliklarla agirlik Ol¢iimii yapilmis ve % sisme orani hesaplanmistir.

(Sekil4.3)
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Sekil 4.3. 72 saat boyunca PA capraz bagl katalitik kriyojel kolonun su tutma kapasitesi grafigi

Sekil 4.3’te goriildiigii gibi zamanla PA ¢apraz bagh katalitik kriyojel

kolonun su tutma kapasitesi belli siireye kadar hizla artmistir daha sonra sabite

yakinlagmastir.
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Sekil 4.4. % sisme kapasitesi grafigi

% Sisme kapasitesi hesaplanirken PA capraz bagl katalitik kriyojel kolonun
su tutma kapasitesinden elde edilen veriler kullanilmistir. Sekil 4.4.’te gosterildigi
gibi 8. dakikaya kadar % sisme kapasitesini arttigi daha sonra % sigme

kapasitesinin dengeye ulastig1 gorilmiistiir.
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4.1.4. FTIR analizleri

Kriyojelin karakteristik pikleri olan 1656 cm™ (karbonil bandi), 1600 cm®
(N-H bandi egilmesi; akrilamitteki karakteristik — CO-NH, grubuna ait pik), 3185
cm™ (N-H gerilmesi), 1450 cm™ (C-H egilme band1) pikler goriilmektedir. (Sekil
4.5)

4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650,0
cm-1

Sekil 4.5. Bos poli (HEMA)’nin FTIR spektrumu

IVERSITESI

85,37
4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650,0
em-1

Sekil 4.6. PA ¢apraz bagli kriyojelin kolonun FTIR spekturumu
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Kriyojelerin FTIR spektrumlart ATR modunda alinmistir. Elde edilen pikler
Sekil 4.6°da goriilmektedir. Poli(HEMA) kriyojellere ait olan spektrumda; 3400
cm? civarinda genis -OH titresimleri, 3000 cm ™ de N-H bandi, 2400 cm™>de C-H
gerilmesine ait pik, 1700 cm™de C=0 piki, 1190-1280 cm™de C-O pikleri
goriilmektedir. Sekilden de anlasilacagi gibi 650-800 nm araliginda PA ¢apraz
bagl kriyojelin kolonun spektrumunda titresim bandlari goriilmektedir. Bu
sonuglar, PA’nin poli(HEMA) kriyojellere basariyla immobilize edildigini

gostermektedir.

4.1.5. Sikistirma testi

1 gr kriyojelin su tutma kapasitesi hesaplanmistir. 1 g kriyojel drneginin
4,831 g su tuttugu bulunmustur. Kriyojeller hidrofilik karekterdedir. Reaksiyonlar

sulu ortamlarda meydana geldiginden su tutma kapasitesi 6nemlidir.

4.2. PA Capraz Bagh Kriyojelin ve Serbest PA’nin Aktivite incelemeleri

4.2.1. Penisilin Acilaz derisimi ile tepkime hizinin degisimi

Aktiflik yani tepkime hizinin PA derisimi ile dogrusal olarak degistigi
goriilmiustiir. Sekil 4.7°de en uygun 300 U PA ¢apraz bagh katalitik kriyojel kolon
secilerek diger ¢alismalarda kullanilmigtir. 300 U PA enzimin az olmasina ragmen
iyi aktivite gdstermesinden ve PA’nin pahali olmasindan dolay1 segilmistir. PA
Sekil 4.8°de 300 U PA c¢apraz bagh katalitik kriyojel kolonun maksimum
aktivititeyl gosterdigi zaman araligini bulmak i¢in 20-130 dk’ lar1 arasinda belli

stirelerde aktivite dl¢climleri yapilmistir.
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Sekil 4.7. Farkli PA derisimlerine kars1 enzim aktivitesi grafigi

300 U PA ¢apraz bagl katalitik kriyojel kolonun maksimum aktiviteyi 60
dk.’da gosterdigi gozlenmistir. Diger ¢alismalarda reaksiyon siiresi 60 dk olarak

belirlenmis ve kullanilmistir. (Sekil 4.8.)

1,5 4

aktivitex103 (U/ml)

0,5 -
0 T T T T T T 1
20 40 60 80 100 120 140

zaman (dk)
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Sekil 4.8. 300 U PA capraz bagli katalitik kriyojel kolon aktivitesinin zamanladegisim grafigi
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4.2.2. Optimal reaksiyon sicakhiginin belirlenmesi

PA capraz bagl kriyojelin ve serbest PA’nin aktivitesi lizerine sicakligin
etkisini incelemek amaciyla sicakliga karsi aktivite grafige gecirilmistir (Sekil
4.9).

PA’nin optimal reaksiyon sicakligini belirlemek iizere; 10, 20, 30, 40, 50,
60 ve 70 °C’de standart aktivite testleri yapilmstir. pH 7.2°de 10 mM fosfat
tamponu i¢inde 250 uM NIPAB substrat olarak kullanilmis ve kriyojel kolonda
bulunan PA ile hazirlanan ¢6zelti yukaridaki sicaklik degerlerinde 60 dk boyunca
etkilestirilmistir. Sonugta {irlin olarak olusan 6-nitro-3-aminobenzoik asit
miktarindaki zamana bagli degisimin 405 nm’de spektrofotometrik olarak
tayiniyle PA aktivitesi hesaplanmistir. Standart aktivite testi yapilarak, optimal
sicaklik degeri belirlenmistir. Belirlenen optimal reaksiyon sicakligi 30 °C,

bundan sonra yapilan tiim aktivite testlerinde kullanilmistir.

3 -
2,5 -
= =—&—immobilize
g€ 2 - enzim
S5
e 1,5 -
[}
S, —fl—serbest
] 1 enzim
£
S
£ 05 -
<
0 T T 1
05 0 20 40 60 80
Sicaklik (°C)

Sekil 4.9. PA capraz bagl kriyojelin ve serbest PA’nin enzim aktivitesinin sicaklik ile degisimi
grafigi

Sekil 4.9 daki grafikte goriildiigii gibi capraz bagl PA’nin aktivitesi
farkli sicaklik degerlerinde daha yiiksek ¢ikmistir. Immobilizasyon islemi ile
enzim sicakliga daha dayanikli hale getirildigi goriilmugiir. Optimimal sicakliktaki

enzim aktivitesindeki artis, capraz bagli enzim molekiillerinin konformasyonel
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esnekliginin azalmasi ve dolayisiyla enzim molekiiliiniin gérevini yapip substrata
baglanmak icin uygun bir konformasyona gelmesi ve yeniden diizenlenmesi i¢in
daha yiiksek bir sicaklik gerektirmesinden dolayidir. Enzim katalitik aktifligini
gosterebilmek i¢in daha biiyiik aktiflesme enerjisine sahip olmalidir (Aric1 1998).

4.2.3. Optimal pH’1n belirlenmesi

PA capraz bagl kriyojelin ve serbest PA’nin aktivitesi tizerine pH’1in
etkisini incelemek amaciyla 300 U PA capraz bagl katalitik kriyojel kullanilmistir
ve 30 °C de 1 saat etkilestirilmistir. Bu islem sonucunda olusan 6-APA’nimn
spetrofotometrik Ol¢limleri kaydedilmis ve bu degerlerden hesaplanan % bagil
aktiflik degerleri pH” a kars1 grafige gecirilmistir (Sekil 4.10)

Penisilin agilazin optimal reaksiyon pH’ini belirlemek iizere yapilan
calismada pH’lar1 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 olan tamponu iginde
250 uM NIPAB substrat olarak kullanilmis ve kriyojel kolonda bulunan penisilin
acilaz ile etkilestirilmistir. Sonugta iirin olarak olusan 6-nitro-3-aminobenzoik
asit miktarindaki zamana bagli degisimin 405 nm’ de spektrofotometrik olarak
tayiniyle penisilin ag¢ilaz aktivitesi hesaplanmaistir.

Serbest enzim ve PA ¢apraz bagl kriyojel maksimum aktiviteyi pH 7.2

gostermistir. Bundan sonra yapilan tiim aktivite testlerinde pH 7.2 kullanilmistir.
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Sekil 4.10. PA capraz bagh kriyojelin ve serbest PA igin enzim aktivitesinin pH ile degigimi
grafigi
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Capraz bagli enzimlerin pH aralifinin serbest enzimden daha genis
olmasi immobilizasyonun enzim aktivitesini daha genis pH alaninda korudugunun
ve immobilize enzimlerin daha yiikksek pH’da bile aktif oldugunun bir
gostergesidir. Enzimler, elektrolit karakterli olduklarindan, enzim aktifligi pH ile
degisme gosterir (Michael 1980). Enzim, substrat ve koenzim molekiillerinde
asidik ve bazik gruplarin varligi pH degisimi ile enzim-substrat (ES)
kompleksinin kararliligini etkiler. Kararli ES kompleksi olustugunda tepkime hizi
maksimumdur. Béylece enzimler i¢in tepkime hizinin maksimum oldugu optimal
pH degerleri belirlenir. Genellikle PA enzimlerin optimal pH degerleri 3-10
arasindadir. Cok asidik veya ¢ok bazik ortamlarda enzimler denatiire olacagindan
reaksiyon hizi tersinmez olarak azalir ve sifira kadar disebilir (Adhami 2002).

Immobilize enzimlerin pH arali§inin serbest enzimden daha genis olmasi
immobilizasyonun enzim aktivitesini daha genis pH alaninda korudugunun ve
immobilize enzimlerin daha yiikksek pH’da bile aktif oldugunun bir gostergesidir
(Arica 1998).

4.2.4. Enzim aktifligine substrat derisiminin etkisi

PA capraz bagli kriyojelin ve serbest PA’nin aktifligine substrat
derisiminin  etkisinin incelenmesi i¢in deneyler yapilmistir. Esitliginin
diizenlenmesi ile Lineweaver-Burk Esitligi elde edilmistir.(Sekil 4.11) ve (Sekil
4.12) Bu esitlige gore; 1/V, 1/[S]’e kars1 grafige gegirildiginde yeni bir dogru elde
edilir. Bu dogrunun egiminden Km/Vmak degeri ve y-eksenini kestigi noktadan

ise 1/Vmak degeri hesaplanmistir. (Cizelge 4.1)
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1/Vx( 102 dk.um)

y=0,977x + 0,536

2 - R?=0,991
r T o T T T 1
-4 2/; 0 2 4 6 8
1/s (um)

Sekil 4.11. PA ¢apraz bagli kriyojel i¢in Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.12. Serbest PA enziminin Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.1. PA nin Km ve Vmax degerleri

enzim Km (uM) Vmak (uM.dak™)
Immobilize PA 10,376x10° 10,61x10”
Serbest PA 4,25x10° 6,78x10”
Genellikle immobilize enzimlerin  kinetik  sabitleri, difiizyon

sinirlamalari, sterik etkiler ve iyonik gii¢ nedeniyle serbest enziminkilerden

farklilik gosterirler. Bunun yaninda immobilize olan enzimin yapisindaki
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degisiklikler ve substratin immobilize enzimin aktif bdlgelerine daha zor
ulagabilmesi de bu farkliliga neden olmaktadir (Arica 1994). Km sabiti enzimin
substrata olan ilgisinin bir Ol¢iisiidiir. Deney sonuglarinda enzim immobilize
edildiginde Km degerinin arttifi yani enzimin substrata olan ilgisinin azaldig

goriilmektedir.

4.25. Serbest ve c¢apraz bagh PA kriyojel kolonun depolama

kararhhgi

Enzimin c¢apraz baglanmasindaki en onemli parametrelerden biri de
immobilize enzimin depolama karaliligidir. Serbest ve ¢apraz bagli PA, sodyum
azid ¢ozeltisi icinde, -20 °C de depolanarak kararliliklar1 belirlenmistir. Depolama

kararliliklarinin, depolama siiresi ile degisimi Sekil 4.13’te gosterilmistir.
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0 r T 1
-ZOJ) 100 200

Depolanma Siiresi (giin)

Sekil 4. 13. Serbest ve ¢apraz bagli PA kriyojelin % bagil aktifliklerinin depolama siiresi ile

degisimi

Serbest enzimle yapilan 90 giinliik ¢alisma sonunda serbest enzimin
baslangi¢ aktivitesinin % 42 sini korudugu gézlenmistir. PA ¢apraz bagh kriyojel
kolonun ise 150 giiniin sonunda aktivitesinin % 80’ nini korudugu goézlenmistir.
Ayni depolama sartlar1 altinda, PA ¢apraz bagh kriyojel kolonun serbest PA’dan
cok daha yavas aktivitesini kaybettigi goézlenmistir. Bu da immobilizasyonun

enzimi daha kararli hale getirdigini gosterir.
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4.2.6. PA capraz bagh kriyojel kolonunun tekrar kullanim sayilari
Enzimlerin ¢apraz baglanmasinin en 6nemli parametrelerden biri de

tekrar kullanim sayisidir (Sekil 4.14). Serbest enzim sadece bir kez kullanilabilir

ancak PA c¢apraz bagl kriyojel kolon defalarca kullanilabilmektedir.

120 -
100 -
80 -

40 -

% PA aktivire
(2]
o

20 -

0 T T T 1
0 5 10 15 20

Tekrar kullanim sayisi

Sekil 4.14. PA ¢apraz bagh katalitik kriyojel kolonun yiizde bagil aktifliklerinin tekrar kullanim

sayilari ile degisimi

PA c¢apraz bagli kriyojel kolonun 16 defa tekrar kullanimi sonunda
baslangi¢ aktivitesinin yaklasik %26’sin1 kaybetmistir. Tekrar kullanim sayisinin

fazla olmas1 6-APA iiretim maliyetini azaltacak 6nemli bir parametredir.
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4.3. Mikrobiyal Kaynaktan PA Saflastirilmasi, PA Capraz Bagh
Katalitik Kriyojel Sentezi ve 6-APA iiretimi

4.3.1. Poli(HEMA-co-MAAP) kriyojel kolonu ile ham ekstrattan PA

eldesi

Poli(HEMA-co-MAAP) kriyojel FPLC’de kolon materyali olarak
kullanilmistir. Hazirlanan ham  ekstraktlar FPLC kolonuna verilmistir.
Desorpsiyon ajani olarak kulanilan 1 M NaOH ile birlikte gelen pik toplanmis ve
saflastirma gergeklestirilmistir. Saflastirilan ¢dzeltide bulunan protein derisimi
Bradford metoduyla (Bradford 1976) spektrofotometrik olarak tayin edilerek
poli(HEMA-co-MAAP) kriyojeline adsorplanan enzim miktar1 bulunmustur.
FPLC’de gozlenen pikler Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’de goriilmektedir. Sekilden
goriildiigii gibi ham ekstraktta bulunan ve pseudospesifik poli(HEMA-co-MAAP)

kriyojeline afinite gosteren PA desorpsiyon ajani ile birlikte gelmistir.

Sekil 4.15. Ticari PA’ nin sulu ¢6zeltisine ait FPLC kromatogrami

A: 0.1 M NaCl; B: 1 M NaOH T: 25 °C ; Akis hizi: ImL dk™; Adsorpsiyon siiresi:

1 saat
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Sekil 4.16. Mikrobiyal kaynaktan elde edilen PA’a ait FPLC kromatogrami
A: 0.1 M NaCl; B: 1 M NaOH T: 25 °C ; Akis hizi: ImLdk™; Adsorpsiyon siiresi:

1 saat
Mikrobiyal kaynaktan saflagtirillan PA, katalitik kolon sentezinde
kullanilmigtir ve 6-APA sentezi gerceklestirilmistir.

4.3.2. Mikrobiyal Kaynaktan Saflastirilan PA ile Capraz Bagh
Katalitik Kriyojel Sentezi ve 6-APA iiretimi

Ticari olarak bulunan 6-APA belli derisimlerde alinarak, o derisimlerdeki
aktivitesi Ol¢lilmiistiir ve kalibrasyon grafigi cizilmistir. PA c¢apraz baglh katalitik
kriyojel kolon ve mikrobiyal kaynaktan saflastirilan PA capraz baglh katalitik
kriyojel kolonlardan elde edilen 6-APA miktar1 asagida verilen (Sekil 4.17) grafik

yardimiyla hesaplanmigtir.

4 -
33
(%]
c
s 27
2
2 17 y = 0,007x + 0,013
R2=0,996
O T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

6 -APA derisimi (nM)

Sekil 4.17. 6 APA’nin kalibrasyon grafig
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PA c¢apraz bagh katalitik kriyojel kolonun absorbans degeri 0,475 au
olarak bulunmustur. Sonu¢ olarak; 6-APA miktar1 66 ugdir. Ham ekstrattan
saflagtiritlan Penicillium chryosogenum 807 ile hazirlanan Katalitik kriyojel
kolonun. 6-APA miktar1 kalibrasyon egrisi yardimiyla olgiilen absorbansa gore
hesaplanmistir. Absorbans degeri 0,236 au ve 6-APA miktarda 31,85 g olarak

bulunmustur.
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5. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Yapilan ¢alismada ilk asamada; serbest PA enzimi, makro goézenekli,
siingerimsi kriyojelin i¢ine ¢apraz baglanma yoluyla immobilize edilmistir.
Serbest PA ve PA ¢apraz bagli kriyojel kolon i¢in optimal pH degeri 7.2 olarak
belirlenmistir. PA ¢apraz bagli katalitik kriyojel kolonu genis pH araliginda (pH
2-10) yiiksek aktivite gosterdigi saptanmustir. Kutzbach ve ark yaptiklar
calismada immobilize PA’nin 4-10 arasinda ve max aktiviteyi pH 8’de
bulmuslardir (Kutzbach ve ark, 1973). ANADOLUCA metodu ile sentezlenen PA
capraz bagli kriyojel kolon ¢aligmasinda optimal pH 7.2 bulundugundan, bu metot
daha notral ortamlarda calisma olanagi sunmustur. Ayrica serbest PA ve PA
¢apraz bagl kriyojel kolon igin optimal sicaklik 30 °C” de gdzlenmistir Kriyojel
kolona ¢apraz bagli PA’nin yiiksek ve diisiik sicaklik kosullarinda serbest PA ya
gore daha vyiiksek aktivite gostermistir ve 10-70 °C arasinda genis sicaklik

araliginda galisabilmektedir.

Serbest PA igin Km sabiti ve Vmak degeri sirasiyla, 4,25x10° uM ve
6,78x10° uM.dak *olarak bulunmustur. PA ¢apraz bagli kriyojel kolon igin ise,
Km ve Vmak degerleri sirasiyla 10,376x10° uM ve 10,61x10°uM.dak™ olarak

hesaplanmustir.

Serbest ve ¢apraz bagli PA kriyojel kolon, sodyum azid ¢ozeltisi i¢inde,
-20 °C de depolanarak kararliliklar1 belirlenmistir. Serbest enzimle yapilan 90
giinlik calisma sonunda serbest enzimin baslangi¢ aktivitesinin % 42’sini
korudugu gozlenmistir. Capraz bagli PA kriyojel kolonun 150 giiniin sonunda
aktivitesinin % 80’nini korudugu gozlenmistir. Bu sonuglar immobilizasyonun
enzimi daha kararli hale getirdigini géstermektedir.

PA capraz bagl kriyojel kolon 16 tekrar kullanim sonunda baslangi¢
aktivitesinin yaklasik olarak sadece % 26’sin1 kaybetmistir.

Mikrobiyal Kaynaktan saflastirilan Penicillium chryosogenum 807
ANADOLUCA metodu ile capraz bagl kriyojel kolon sentezlenmistir. Optimal
sartlar altinda 60 dakikada 5 ml hacmindeki kolondan elde edlien 6-APA miktar
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hesaplanmistir Absorbans degeri 0,236 au olarak bulunmustur. 31,85 pg 6-APA
tiretim performasit géstermistir.

Sentezlenen kriyojeller SEM ile incelenmis ve Sekil 4.2°de goriildigii
gibi gozenek boyutu biiyiik, heterojen dagilima sahip kriyojeller elde edilmistir.

Kriyojelin spesifik yiizey alan1 BET yontemiyle 1455,446 m°golarak
bulunmustur. Suyu ugurulan kriyojel parcasi suya daldirildiginda 1-2 saniye
igerisinde orijinal boyut ve sekline tekrar donebilmektedir. Sentezlenen
kriyojellerin denge sisme oranit % 583,41 olarak bulunmustur. 1 gr 6rnegin su
tutma kapasitesi ise 4,831 gr olarak hesaplanmustir.

PA enzimini kriyojele tutturmak igcin ANADOLUCA yontemi
kullanilmistir. Bu yontemin yiiksek aktivite gostermesi, genis pH ve sicaklik
araliginda araliginda calisilmasi, enzim immobilizasyon sektoriinde alternatif
yontem olacagini gostermektedir. Chen ve ark.’larinin yaptigi ¢alismada PGA’1
metal afinite membranina immobilize etmislerdir. En iyi aktiviteyi pH 8 ve 50 °C
de gozlemlemislerdir. Km ve Vmak degerleri sirasiyla 16.83 mM 9.62 U/mg-
protein bulunmustur (Chen ve ark. 1995). Ferreira ve ark.’lar1 penisilin amidaz’in
diisiik pH degerlerinde aktivite ve stabilitesi incelemis ve titrasyon metodu ile
aktivite ¢alismasi yapmuslardir. pH4.5-5 arasinda verim almiglardir (Ferreira ve
ark. 2003). Zhao ve ark.’lart makro gozenekli silika kiirelere PA’y1 immobilize
etmislerdir. Enzim aktivite dl¢iimleri PGA silika kiirelerle birlikte packed-bed
reaktor yerlestirilmistir. Bulunma zamanlari, baslangi¢ substrat miktar1 ile ana
tirtin olan 6 APA birikmesi ve PGA nin yiiklenen enzim miktarini arastirmiglardir.
Enzim yiikleme miktarlart makropor igerindeki miktarlari arttigini ve i¢ kiitle
direnci azaldigin1 gézlemlemislerdir. Sonug olarak enzim yiikleme miktarin1 895
mg™ kuru destekte ve enzim aktivitesinin 1033 Ug™ oldugunu bulmuslar (Zhao ve
ark 2010). Chong ve ark.’lart biiyilk gézenekli meteryallere PGA 1 immobilize
etmigler. Bu c¢alismalarda Vinil fonksiyonlu SBA-15 silica kullanilmigdir.
Baslangic aktivitesi yiliksek c¢iktigi halde Km degeri diisiik ¢ikmistir. PGA vinil
gruplarla hidrofobik etkilesimlerle tutturulmustur. Gozenekli tasiyicilariyla
yiiksek spesifite alan1 ve biiylik hacimli gozenekler enzim immobilizasyonda
umut vericidir. EK olarak desteklerin genel avantajlart gozenekler substat ve

tirtinlerin yiiklenmelerine ve taginmalarina izin vermektedir (Chong ve ark 2004)
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Tischer calismasinda kriyojel kolona ¢apraz baglanma ile PA tutturulmustur
Kriyojel kolonun gozenek boyutlarinin biiyilk olmasindan yararlanilmistir.
(Tischer 1999)

Elde edilen sonuglardan goriildiigii gibi ANADOLUCA metodu ile PA
capraz bagli kriyojel kolonun literatiir de rapor edilen sonuglarla kiyaslanabilecek

aktivite ve kararlilik degerlerine sahip oldugu gozlenmistir.
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