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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

 

ANTĠBĠYOTĠK ÜRETĠMĠNDE KĠLĠT UNSUR OLAN 6-APA SENTEZĠ 

ĠÇĠN KATALĠTĠK KRĠYOJEL KOLONLAR 

Ceylan HACIOĞLU 

Anadolu Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Kimya Anabilim Dalı 

 

DanıĢman: Yrd. Doç. Dr. Serpil ÖZKARA YAVUZ 

2014, 80 sayfa 

 

Penisilin açilaz (PA) (E.C 3.5.1.11), yarı sentetik antibiyotiklerin üretimi 

sürecinde penisilin G‟den, 6-aminopenisillanikasit (6-APA) üretiminde kullanılan 

endüstriyel olarak önemli bir enzimdir. PA, dünyada en yaygın kullanılan 

immobilize enzimdir. Kriyojel kolonlar immobilizasyon verimini artıran yüksek 

yüzey alanına sahip, özel yapıları nedeniyle geliĢmiĢ kütle transportuna izin veren 

destek materyalleridir.  

Bu çalıĢmada; 6-APA üretiminde mevcut ticari sistemlere alternatif, tekrar 

tekrar ve yüksek verimle kullanılabilecek PA çapraz bağlanmıĢ katalitik kriyojel 

kolonlar üretilmiĢ ve tekrar kullanılabilirliği incelenmiĢtir. Bu amaçla; öncelikle 

PA, R. Say ve ark tarafından patenti alınan ANADOLUCA adı verilen, 

fotosensitif çapraz bağlama yoluyla hidroksietilmetakrilat (HEMA) tabanlı 

monolitik kriyojel kolon yapısına komonomer olarak sokularak, enzimimsi 

kriyojel kolon sentezlenmiĢ ve karakterizasyon çalıĢmaları gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Daha sonra, sentezlenen katalitik kriyojel kolonların sürekli sistemde en uygun 

çalıĢma Ģartları belirlenmiĢtir. ÇalıĢmanın son aĢamasında ise mikrobiyal 

kaynaklardan saflaĢtırılan PA, katalitik kriyojel kolon sentezinde kullanılmıĢ ve 6-

APA üretim performansları incelenmiĢtir. Katalitik kriyojel kolonların denge 

ĢiĢme oranı % 583,41 olarak bulunmuĢtur. Serbest ve PA katalitik kriyojel kolon 

için optimal pH 7.2 ve optimal sıcaklık 30
o
C olarak belirlenmiĢtir. Aynı kriyojel 

kolonun 16 defa kullanımından sonra baĢlangıç aktivitesinin yalnızca % 26‟sını 

kaybettiği gözlenmiĢtir. 150 gün süren depolama (–20 
o
C de sodyumazid çözeltisi 

içinde) sonrasında katalitik kriyojeller aktivitelerinin % 80‟nini korurken, serbest 

enzim, baĢlangıç aktivitesinin ancak % 42‟sini koruyabilmiĢtir. Penicillum 

chryosogenum‟dan saflaĢtırılan PA çapraz bağlanmıĢ katalitik kriyojeller ile 

optimal Ģartlar altında 60 dak sürede 31,85 µg 6-APA üretimi gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

 

Anahtar Kelimeler: Penisilin Açilaz (PA), 6-APA, Enzim immobilizasyonu, 

ANADOLUCA, Kriyojel 
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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 HACIOĞLU 

Anadolu University 

Graduate School of Sciences 

Chemistry Program 

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Serpil ÖZKARA 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 
o
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
o
C), while 80% 

of catalytic activity of cryogels has conserved, free enzyme has conserved only 

42% activity. 31,85μg 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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SĠMGELER ve KISALTMALAR DĠZĠNĠ 
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1. GĠRĠġ 

 

Klinikte kullanılan önemli bir antibiyotik olan penisilin, ağırlıklı olarak 

reaksiyon çekirdeğinin 6-aminopenisillanik asitin (6-APA) olduğu yarı-sentez 

yöntemi ile üretilir. 6-APA, günümüzde üç yol ile üretilir; organik sentez, 

fermantasyon ve enzimatik teknoloji. Özellikle 1960‟lı yıllardan beri enzim 

immobilizasyon ve biyoreaktör teknolojilerindeki geliĢmelerle birlikte 6-APA 

üretimi ağırlıklı olarak enzimatik teknolojilere bağlıdır. Ticari 6-APA üretiminde, 

penisilin açilaz (PA) katalizör olarak kullanılır (Roberto, Giordano ve ark. 2006). 

PA, penisilin G molekülünden, 6-APA ve fenilastik asit (PAA) hidrolizini 

gerçekleĢtiren endüstriyel olarak kullanılan önemli bir ticari enzimdir (Ferrira ve 

ark. 2004).  

Beta laktam antibiyotiklerinin dünya çapında kullanım pazarlarının 

%19‟unu penisilinler kapsar. Penisilinlerin bakteri duvarlarına kuvvetli inhibisyon 

etkisi sebebiyle, antibakteriyel aktivite göstermesi, düĢük toksisitesi ve çeĢitli 

bakteri suĢlarına etkinliğinin bulunması kullanımını arttırır. Fakat bu beta 

laktamların aĢırı kullanılması dirençli patojenlerin oluĢumuna yol açmıĢtır. Bu 

problemi yok etmenin ilk yolu yarı sentetik antibiyotiklerin kullanımıdır. 

Ġkincisiyse daha az yan etkiye sahip, toksisitesi azaltılmıĢ patojenlere karĢı yüksek 

seçiciliği olan, geniĢ antimikrobiyal dizisi geliĢmiĢ farmokolojik özellikleri olacak 

Ģekilde tasarlanmasıdır. Genellikle yarı sentetik olarak üretilen 6-APA, enzimatik 

ya da kimyasal olarak üretilir (Chisti ve Moo-Young 1991). 6-APA‟yı kimyasal 

olarak üretmek için, çevre kirliliğine neden olan piridin, fosfopentaklorür ve 

nitrosil klorür gibi tehlikeli kimyasal maddeler kullanılır (Matsumoto 1993; 

Vandamme 1988). Kimyasal süreçlerin aksine enzimatik süreçlerde tepkime 

koĢulları hafif ve seçicilikleri daha fazladır. 6-APA üretimi için maliyet 

karĢılaĢtırılması yapılırsa; kimyasal üretime karĢı enzimatik üretim % 9 daha 

ucuzdur (Anon 1992). Eğer 6-APA üretimi pensilin G fermantasyonu ile 

birleĢtirilirse % 20 tasarruf yapılmıĢ olur. 6-APA‟nın 2000 yılında tahmini 

gereksinimi 7000 tondur (Scrip 1987). 6-APA fiyatı yarı sentetik penisilinlerin 

üretim maliyeti üzerinde doğrudan etkili olduğundan 6-APA üretim teknolojisi 
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geliĢmekte ve geliĢtirilmeye devam edilmektedir. 6-APA‟nın seçiciliğini, 

aktivitesini, saflıklık derecesini arttırmak ve üretim maliyetini azaltmak için 

immobilize PA ürünleri yaygınlaĢtırılmalıdır (Parmar 2000). 

Katalitik enzimlerin uygulama alanları artmaktadır. Biyoseçici olarak 

ilaç, tarım, sağlık alanlarında kullanılmaktadır. Fakat bazı enzim uygulamalarının 

tekrar kullanılabilirliği yoktur. Bunun sebebi, serbest enzim biyokatalizör olarak 

uzun süre kararlılığını koruyamaz. Bu enziminlerin geri dönüĢümleri imkansızdır. 

Ġmmobilize enzim sistemleri, rijit katı destek üzerindeki immobilize enzimin 

kolay ayrılabilmesi ve dolgulu kolon ya da akıĢkanlaĢtırılmıĢ yatak reaktörde 

kullanım kolaylığı nedeniyle uygun görülmüĢtür. Son yıllarda birçok immobilize 

yöntem ve taĢıyıcı sistemler incelenmiĢtir. Zengin fonksiyonel gruplara sahip 

enzimlerle temel etkileĢim sağlandığından organik polimer taĢıyıcılar yaygın 

olarak çalıĢılmıĢtır. Örneğin, Eupergit C oksiran enzim yatakları enzim taĢıyıcı 

olarak kullanılır. Fakat organik desteklerde önemli problemler bulunmaktadır. 

Örneğin bu destekler mikrobiyal ataklarda ve organik çözücülerde zayıf kararlılık 

gösterirler. Buna karĢın inorganik materyaller, silika jel, alümina ve çift katlı 

hidroksitler termal ve mekatronik kararlılığa sahip, mikrobiyal ataklara ve organik 

çözücülere karĢı son derece dayanıklıdır. Bunlar arasında gözenekli taĢıyıcılar, 

yüksek seçicilik alanı ve büyük hacimli gözenekleriyle enzim immobilizasyonu 

için umut vericidir. Genel avantajları; gözenekleri, substat ve ürünlerin kolay 

yüklenmelerine ve taĢınmalarına izin verir (Chong 2004). Monolitik kolonlar 

immobilizasyon verimini artıran yüksek yüzey alanına sahip, özel yapıları 

nedeniyle geliĢmiĢ kütle transportuna izin veren destek materyalleridir. Monolitik 

desteklere enzim immobilizasyonu bir devridaim reaktör meydana getirir. Küçük 

enzimler destek üzerine doğrudan immobilize edilebilirler. Büyük enzimler ise 

maksimum enzimatik dönüĢüm sağlamak için bir uzatıcı kullanılarak immobilize 

edilmelidir. Bu sayede tamamen ya da kısıtlanmıĢ olan enzim aktif merkezine 

ulaĢılabilirliğin önüne geçilmeye çalıĢılır. Penisilin açilaz çapraz bağlama, 

kovalent tutturma, fiziksel tutuklama gibi çeĢitli yöntemlerle immobilize 

edilmektedir. 
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Ġmmobilize enzimlerin serbest enzimlere göre önemli üstünlükleri vardır. Bunlar: 

 Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklaĢtırılabilir ve ürünler enzim 

tarafından kirlenmez,  

 Çevre koĢullarına karĢı daha dayanıklıdır, 

 Birçok kez ve uzun süre kullanılabilir, 

 Sürekli iĢlemlere uygulanabilir, 

 Ürün oluĢumu kontrol altında tutulabilir, 

 Birbirini izleyen çok adımlı reaksiyonlar için uygundur. 

Ġmmobilizasyon iĢleminin, tüm bu avantajları yanında, immobilize 

enzimin iĢlem sırasında ortama sızması ve immobilizasyon iĢlemi sırasında 

enzimin aktivite kaybı gibi önemli dezavantajları mevcuttur. 

Bu çalıĢmada, PA, ANADOLUCA (AmiNoAcid Decorated and Light 

Underpinning Conjugation Approach) metoduna (Say ve ark 2009) göre kriyojele 

immobilize edilerek değiĢik pH ve sıcaklıklarda aktivitesi çalıĢılmıĢ ve tekrar 

kullanılabilirliği incelenmiĢtir. Bu metod ile enzime yeni polimerleĢebilen uçlar 

kazandırarak hem katalitik kriyojel yapısına komonemer olarak girebilmesi 

sağlanmıĢ hem de enzimin kararlılığı korunmuĢtur. Bu Ģekilde immobilize 

sistemlerin tüm avantajları sağlanmakla birlikte, PA yapıya enzimin doğal formu 

korunarak sokulduğu ve protein yapısını olumsuz etkileyen immobilizasyon 

Ģartlarına gerek olmadığı için maksimum enzimatik dönüĢüm korunmuĢtur. 

Enzim, katalitik kolon yapısına polimerizasyon sırasında monomer olarak 

katıldığı için immobilize sistemlerin diğer bir dezavantajı olan ortama sızma 

problemi de ortadan kaldırılmıĢtır. 6-APA üretiminde kullanılan mevcut ticari 

sistemlere alternatif kararlılığını uzun süre koruyabilen, ucuz, değiĢik pH ve 

sıcaklık aralıklarında çalıĢabilen katalitik kriyojeller üretilmiĢtir. En son aĢamada 

grubumuz tarafından daha önce gerçekleĢtirilen mikrobiyal kaynaklardan 

saflaĢtırılmıĢ PA, katalitik kolon sentezinde kullanılarak 6-APA üretimi 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

 

2.1. Enzimlerin KeĢfi 

 

Enzim terimi ilk kez 1878 yılında Kuhne tarafından kullanılmıĢtır. 1897 

yılında Eduard Buchner hücrelerden fonksiyonel enzimleri ekstrakte ettiğini 

yayımlamıĢtır (Paulo ve Gübitz 2003). 1940‟lardan beri biyokimya alanınada 

çalıĢmalar yapılmaya baĢlamıĢtır. (Pfeiffer 1954) 

 

2.2. Enzimler 

 

Enzimlerin katalizlenmelerinde mükemmel özellikleri bulunur; yüksek 

aktivite, seçicilik ve istikrar ve çevresel durumlar altında performansa ve kimyasal 

prosese izin verir. Böylece mühendislikle biyolojik varlıklardan elde edilen 

enzimler endüstrial reaktörlerle amacına ulaĢırlar. Uygulanabilecek birçok teknik 

vardır. Enzim özelliklerinin geliĢmesine yardımcı olmaktadır ve bunlar birçok 

bilim dalında uygulanabilmektedir Mikrobiyoloji protein mühendisliği, kimya ve 

protein gibi… Fakat eski moda teknikler kullanılmasına rağmen son dönemlerde 

immobilizasyon sitemleri geliĢmektedir Ġmmobilizasyon sistemlerine uygun 

tasarım yaptıklarında aktivitesi, seçicilikte artma ve inhibisyonu azalma olur 

(Cesar, Jose ve ark. 2008). 

Enzim katalizli bir reaksiyonda, substrat enzimin aktif kısmına hidrojen 

bağları ve iyonik bağlarla bağlanır, daha sonra enzim, substratı reaksiyon 

ürünlerine çevirir. Bir enzim molekülü, dakikada binlerce kez reaksiyon 

döngüsüne girip, döngüyü yürütebilir (Sık 1998). Enzimlerin en önemli özellikleri 

katalizleme güçlerinin yüksek, kararlı ve spesifik olmalarıdır (Lehninger 1982). 

Enzimlerin yapısını oluĢturan proteinlerdeki aminoasit sıralanıĢı, biyolojik 

aktivitelerinin en büyük nedenleri arasında sayılabilir (Lehninger 1982). 

Günümüzde biyolojik malzemelerin fermantasyonu ile üretilip farklı 

substrat özgüllüğü olan binlerce enzim bilinmektedir; fakat bunlardan çok azı saf 

halde elde edilip kristalize edilmiĢtir. 
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Enzimlerin sağladığı yararlar; substrat özgüllüğü, ılımlı reaksiyon 

koĢulları ve düĢük süreçtir. Doğru enzimin seçilmesiyle hangi ürünlerin 

üretileceğini kontrol ederek ve istenmeyen yan reaksiyonları en aza indirerek 

maximum verim elde edilebilir. Mikroorganizma kaynaklı enzimler, uygulama 

alanları, yüksek verimlilikleri, genetik değiĢime gösterdikleri uyum ve 

mikroorganizmaların ucuz besi ortamlarında hızlı büyümesi gibi özelliklerinden 

dolayı bitkisel ve hayvansal kaynaklı enzimlerden daha kullanıĢlıdır. Dünyadaki 

mikroorganizmaların sadece yaklaĢık %2‟si enzim kaynağı olarak 

değerlendirilmektedir. Bakteri türleri, yüksek aktivite sergilemeleri, nötr veya 

alkali pH‟larda üremeleri ve sıcaklığa dayanıklı olmaları nedeniyle daha çok 

tercih edilmektedir (Hasan ve ark. 2006). 

Enzimlerin, diğer kimyasal katalizörlere göre birçok üstünlükleri 

bulunmaktadır. Enzimlerin kimyasal katalizörlerden en önemli farkı spesifik 

olmalarıdır. Genel olarak enzimler belirli maddeler arasındaki belirli reaksiyonları 

katalize ederler. Biyokimyasal katalizörler, reaksiyon hızını 10
20

‟ye kadar 

artırırken, diğer katalizörler 10
2
–10

3
 kadar arttırabilmektedir. Enzimler yalnızca 

canlı hücreler tarafından sentezlenir.  

Enzim tarafından değiĢikliğe uğratılan maddelere „„substrat‟‟ denir. 

Substratlar enzimde „„aktif merkez‟‟ denilen özel bir bölgeye bağlanırlar. 

Polipeptit zincirinin belirli kısımlarının özel katmanları ile oluĢan bu aktif merkez, 

katalitik aktiviteden sorumludur.  

Alman Kimyacı Emil Fischer 1894 yılında Anahtar-Kilit ve Enzim-

Substrat iliĢkisini ortaya koymuĢtur. 

Enzimler genellikle substratlardan daha büyük moleküllerdir. Enzim 

molekülü üzerindeki kofaktör ve koenzimlerin yer aldığı, enzim-substrat 

kompleksinin Ģekillendiği dar bir bölge aktif merkezi teĢkil eder. Enzim molekülü 

özel bir cep içerir; bu aktif bölge olarak tanımlanır. Aktif taraf substratı 

bağlayarak enzim-substrat kompleksi oluĢturur. Enzim ürün yapısına çevrilir ve 

sonra üründen enzim ayrılır. Bir enzimatik reaksiyon Ģu Ģekilde gerçekleĢmektedir 

(Öztan 2007). 
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ġekil 2.1.Anahtar kilit modeli (Koshland 1958) 

 

2.2.1. Aktif merkezin bazı özelikleri 

 

 Aktif merkez enzimin protein kısmında yer alır. 

 Aktif merkez belirli çeĢit, sayı ve diziliĢte aminoasitlerden oluĢmuĢtur. 

 Substrat aktif merkeze H-bağları, Van-der Waals ve elektrostatik güçlerle 

çok zayıf olarak bağlamaktadır. 

 Bazı enzimlerin birden fazla aktif merkezi olabilmektedir. 

 Aktif merkez enzimin toplam hacminin çok küçük bir bölümünü 

oluĢturmaktadır. 

 

2.2.2. Enzim aktivitesi ve aktiviteyi etkileyen faktörler 

 

Enzim aktivitesini genel olarak sıcaklık, ortam pH‟ı, substrat ve enzim 

deriĢimi etkiler. Bunun dıĢında ürün deriĢimi, çeĢitli koenzim ve kofaktörlerin 

deriĢimi, karıĢtırma hızı ve enzimin kullanım süresi gibi etmenler de söz 

konusudur. 

 

• Sıcaklık: Kimyasal tepkimelerde olduğu gibi sıcaklık enzimle katalize 

edilen tepkimelerin hızını Arrhenius eĢitliğine uygun olarak artırır. Sıcaklık 

arttıkça moleküller arasındaki çarpıĢmalar artar ve böylece aktivasyon enerjisini 

aĢan moleküllerin sayısı artar. Sıcaklıkla enzimatik tepkime hızı bir maksimuma 

ulaĢır. Bu nokta aynı zamanda optimal sıcaklık değerine tekabül eder; çünkü bu 
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noktadan sonra sıcaklığın artması enzimin denatüre olmasına ve tepkime hızının 

düĢmesine sebep olur. 

 

• pH: Tepkime ortamındaki H
+
 (hidronyum iyonu) iyon deriĢimi, 

enzimin aktivitesini etkileyen bir diğer parametredir. Her enzimin aktivite 

gösterdiği farklı pH değerleri vardır. En yüksek aktivitenin gözlendiği pH‟a 

optimal pH adı verilir. Bu pH‟ın etrafındaki pH‟larda enzim aktivitesi daha 

düĢüktür. Enzimle katalize edilen tepkimelerde pH‟ı sabit tutmak için tampon 

çözeltiler kullanılır. 

 

• Substrat deriĢimi: Sabit enzim deriĢimi için substrat deriĢimi arttıkça 

tepkime hızı belli bir substrat deriĢimine kadar artar ve yüksek substrat 

deriĢimlerinde tepkime hızı daha fazla artmaz ve bir platoya eriĢir. Bu noktadaki 

hız değeri maksimum hız (vm) olarak da adlandırılır. ġekil 2.2‟de substrat 

deriĢimiyle enzimatik tepkime hızının değiĢimi gösterilmektedir. 

Bazı durumlarda yüksek substrat deriĢimlerinde tepkime hızı azalır. Bu 

durumda substrat inhibisyonu söz konusudur. 

 

• Enzim deriĢimi: Substrat deriĢimi kısıtlayıcı olmadığında enzimatik 

tepkime hızı enzim deriĢimi ile doğru orantılı olarak artar. TutuklanmıĢ enzim 

sistemlerinde yüksek enzim deriĢimlerinde dıĢ kütle aktarım kısıtlamalarından 

ötürü tepkime hızı belli bir değere kadar artar ve sabitlenir (Bailey ve Ollis, 1986). 

 

 

 

ġekil 2.2. Substrat deriĢimiyle enzimatik tepkime hızının değiĢimi 
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2.3. Enzim Kinetiği 

 

Enzimler substrata bağlanarak ve enzim substrat kompleksi oluĢturarak 

katalizledikleri tepkimenin aktivasyon enerjisini düĢürürler. Serbest enerji yükünü 

ya da denge sabitini etkilemezler. X ıĢını ve Raman spektroskopisi kullanılarak 

yapılan çeĢitli çalıĢmalar enzim substrat (ES) kompleksinin varlığını ortaya 

çıkarmıĢtır. Ancak enzim-substrat etkileĢimi moleküler açıdan henüz tam olarak 

açıklanamamıĢtır. Bu etkileĢim farklı (ES) kompleksleri için farklı olabilmektedir. 

Enzim ve substratı arasındaki etkileĢim genellikle zayıf kuvvetlerle olmaktadır. 

Çoğunlukla Van der Waals kuvvetleri ve hidrojen bağı ES komplekslerinin 

oluĢumunu sağlar. Substrat aktif bölge olarak bilinen enzimin özel bir bölgesine 

bağlanır. Substrat bağıl olarak küçük bir moleküldür ve çok daha büyük olan 

enzim molekülünde belli bir bölgeye yapısal olarak uyar. Bu etkileĢimi anlatan en 

basit model ġekil 2.1‟de gösterildiği gibi, enzimi kilit, substratı anahtar olarak 

alan anahtar-kilit modelidir. Tek substrat-enzim katalizli tepkimelerin kinetiğinin 

matematiksel modeli ilk defa V.C.R. Henri tarafından 1902‟de ve L. Michaelis ve 

M.L. Menten tarafından 1913‟te geliĢtirilmiĢtir. Enzim, substratı ürüne 

dönüĢtürürken önce onunla bir „„Enzim-Substrat kompleksi‟‟ oluĢturur, daha 

sonra da bu kompleks ürün ve enzime dönüĢür.  

 

2.3.1. Michaelis-Menten kinetiği 

 

Michaelis-Menten kinetiğine göre baĢlangıç enzim deriĢimi sabit alınıp 

reaksiyon hızının substrat deriĢimine bağlılığı incelenir. Sonuçta hiperbolik bir 

fonksiyon ve eğri elde edilir (ġekil 2.3) Michaelis-Menten Bağıntısı Ģu Ģekilde 

tanımlanır. 

. 
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ġekil 2.3. Michaelis-Menten grafiği 

 

 ES =
 Eo  [S]

Km +[S]
                                                                                                      (2.1) 

 

EĢitlik 2.1.Michaelis-Menten bağıntısı 

 

Bu eĢitlikte Vmax; hiperbol asimtodunun y eksenini kestiği noktadır ve 

maksimum hız olarak belirtilir. Maksimum hızın yarısına (Vmax/2) karĢılık gelen 

substrat deriĢimi Km (Michaelis-Menten sabiti) olarak belirtilir. Vmax ve Km, bir 

enzimin aktivitesini belirleyen önemli enzim sabitleridir. 

Michaelis-Menten grafiği 3 bölgeden oluĢmaktadır. Birinci bölgede 

substrat konsantrasyonu düĢük olacağından ([S]<<Km) grafik doğrusaldır. Ġkinci 

bölgede oldukça büyük subsrat konsantrasyonlarında herhangi bir ihmal 

yapılamaz, reaksiyon karıĢık dereceden yürür. Üçüncü bölgede [S]>> Km‟dir. 

V=Vmax olur ve reaksiyon sabit bir hızla devam eder. Michaelis-Menten grafiği 

ile bir hiperbol elde edildiğinden, uygulamalarda kolaylık sağlamak amacı ile 

bunun bir doğru denklemi haline getirilmesi gerekmektedir. Bu amaçla eksen 

ölçekleri uygun Ģekilde değiĢtirilerek, değiĢik yollardan doğru denklemine 

dönüĢtürülebilir. Bunlardan en çok kullanılanı EĢitlik 2.2 ‟deki Lineweaver-Burk 

denklemidir (Lineweaver 1934). 
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1
V =  

Km

Vmax
x

1

[S]
+

1

Vmax
                                                                                     (2.2) 

 

EĢitlik 2.2. Lineweaver-Burk denklemi 

 

Bu denkleme göre ordinatta 1/Vmax, apsiste 1/[S] değerleri olmak üzere 

bir doğru elde edilir. Bu doğrunun eğimi ise Km/Vmax‟dır (ġekil 2.4). 

 

 

 

ġekil 2.4. Lineweaver-Burk grafiği 

 

2.4. Enzimatik Analiz ve Aktivite Belirleme Yöntemleri 

 

Enzimler, biyolojik katalizör olmaları nedeniyle dünyamızdaki yaĢamı 

olası kılan etmenlerin baĢında gelmektedirler. Bu açıdan enzimoloji, moleküler 

biyolojinin en önemli alt çalıĢma alanlarından birisini oluĢturmaktadır. Enzimlerin 

varlıklarını, etkinliklerini, lokalizasyonlarını, kataliz mekanizmalarını, 

miktarlarını, saflıklarını vb. belirlemenin en etkin yolu onların aktivitelerini 

ölçmektir. ġu ana kadar binlerce enzimin varlığı saptanmıĢ ve bunlara iliĢkin 

aktivite tayin yöntemleri geliĢtirilmiĢtir. Herhangi bir enzim için ideal bir aktivite 

belirleme yolu yoktur, çünkü bir yöntemin uygunluğu bazı faktörlere bağlıdır. 

Bunların baĢında, enzimin saflığı, fizikokimyasal özellikleri, katalizlediği 

reaksiyonun tipi, lokalize olduğu yer, ölçüm yönteminin maliyeti, eldeki mevcut 

ölçüm cihazlarının niteliği ve ölçümün duyarlılığı ile ilgili zorunluluklar vb. 

gelmektedir. 
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2.4.1. Enzim aktiflik birimleri 

 

Enzimler, biyolojik ortamda çok az miktarda bulundukları için 

miktarlarının ölçümü çok zordur. Ancak aktiviteleri ölçülebilir. 

Bir enzimin aktivitesini çeĢitli yollardan ifade etmek olasıdır. Örneğin,1 

mg enzim proteini tarafından birim zamanda meydana getirilen absorbans 

değiĢikliği bir birim olarak ifade edilebilir. Fakat dünya genelinde, elde edilen 

sonuçları karĢılaĢtırabilmek için daha standart bir birim tanımlaması 

geliĢtirilmiĢtir. Bu uluslarası ünite (International Unit; IU) veya enzim ünitesi 

olarak ifade edilmektedir. 

 

2.4.2. Enzim ünitesi 

 

Optimum Ģartlarda, bir ünite enzim, bir dakikada 1 μmol ürünün 

oluĢumunu (veya 1 μmol substratın dönüĢümünü) katalizleyen enzim miktarıdır. 

Enzim üniteleri U Ģeklinde gösterilmektedir.  

 

2.4.3. Spesifik aktivite 

 

Bir enzimin aktivitesini tanımlamak için kullanılan diğer bir birim de 

spesifik aktivitedir. Bir enziminin spesifik aktivitesi, 1 miligram protein baĢına 

düĢen enzim ünitesinin sayısıdır. Spesifik aktivite, enzim ünitesi/mg protein‟ dir. 

Saf bir enzimin spesifik aktivitesi sabittir ve o enzime özgü bir değerdir. Spesifik 

aktiviteden yola çıkarak enzim ünitesini miligram olarak tanımlamak da 

mümkündür. 

 

ünite/spesifik aktivite(ünite/mg) = miligram enzim                                           (2.3) 

 

Spesifik aktivite kavramı özellikle bir enzimin saflığını kabaca 

tanımlamak için kullanılan bir ölçüttür. Örneğin, ham özütlerdeki yüksek protein 

deriĢiminin ancak küçük bir kısmını ilgilendiğimiz enzime ait protein 
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oluĢturmaktadır. Bu nedenle ölçüm yapıldığında oldukça yüksek bir enzim ünitesi 

elde etmek olasıdır, fakat bu durumda enzimin spesifik aktivitesi düĢük olacaktır. 

Enzimi saflaĢtırdıkça çözeltideki enzim ünitesi sabit kalırken, protein deriĢimi 

düĢeceği için spesifik aktivite yükselecektir. Enzim en yüksek saflığa eriĢtiğinde 

spesifik aktivite sabit bir değere ulaĢacaktır. 

 

2.5. Ġmmobilizasyon 

 

Ġmmobilizasyon, enzimlerin katalitik aktivitelerini kaybetmeden sürekli 

ve defalarca kullanımlarını sağlamak üzere, fiziksel veya kimyasal olarak bir 

destek materyali üzerine tutturulması olarak tanımlanır. 

Endüstriyel ve analitik proseslerin çoğu, sulu ortamda gerçekleĢir. Bu 

proseslerde enzimler, substrat çözeltisi ile karıĢtırılır ve ortamda ürün elde 

edildikten sonra enzimler ekonomik olarak geri kazanılamazlar. Ayrıca sürekli 

üretim proseslerinde serbest enzimler kullanılamazlar. Enzimlerin sadece bir kere 

kullanılmaları ve pahalı olmaları nedeniyle, bu proseslerin maliyetleri oldukça 

yüksektir. Bu nedenle enzimler suda çözünmeyen bir desteğe immobilize edilerek 

hem defalarca kullanılabilmekte hem de sürekli proseslere uygulanabilmektedir. 

Böylece, önemli miktarda ekonomik kazanç elde edilmektedir. Günümüzde çok 

sayıda immobilize enzim endüstride kullanılmaktadır (Karadağ 2001). 

 

 

 

ġekil 2.5. Ne için enzim immobilizasyonu 

 

 

Ne için enzim 
immobilizasyonu

Enzimin tekrar tekrar 
kullanılabilirliği

Enzimin ürünlerden 
kolaylıkla ayrılması
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2.5.1. Enzim immobilizasyon tarihi 

 

 Ġlk kez 19. yüzyılın baĢında, immobilize mikroorganizmalar endüstriyel 

çapta yaygın bir Ģekilde kullanılmaktaydılar. Bu durum hem Ģarap üretimi hem de 

atık suların artımı için üretilen filtreler için geçerliydi (Hartmeier, 1988). Modern 

immobilizasyon tarihi 1940‟ların sonlarına dayanmaktadır. Fakat o dönemdeki 

ilgili çalıĢmalardan bahseden yayınlar, diğer alanlar ile ilgili dergilerde 

yayınlanmalarından dolayı biyokimyacılarca büyük oranda yok sayılmıĢtır 

(Trevan 1980). Ġmmobilize enzim sistemlerinin pratik olarak ilk kullanımı ise 

Grobhofer ve Scheilth 1954 tarafından yapılmıĢtır (Aksoy 2003). 

 

2.5.2. Ġmmobilize enzimlerin avantaj ve dezavantajları 

 

Ġmmobilize enzimlerin serbest enzimlere göre pek çok iĢlevsel avantajları 

vardır. Bunlardan en önemlileri Ģu Ģekilde sıralanabilir (Mosbach 1976;Zaborsky 

1973; Pitcher 1978). 

 Sürekli proseslere uygulanabilmeleri, 

 Birçok kez ve uzun süre kullanılabilme, 

 Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklaĢtırılabilme,  

 Çevre koĢullarına (pH, sıcaklık v.b.) karĢı daha dayanıklılık, 

 Doğal enzime kıyasla daha karar olma, 

 Ürün oluĢumu kontrol altında tutulabilme, 

 Çok adımlı reaksiyonlar için kullanılabilme, 

 Enzimin kendi kendini parçalaması olasılığı (otoliz) azalması, 

 Ürün oluĢumu kontrol altında tutulabilinmesidir. 

 

Ġmmobilize enzimlerin bazı dezavantajları da vardır. Bunlar da Ģu Ģekilde 

sıralanabilir (Durante 2004;Trevan 1980). 

 Ġmmobilizasyon iĢlemi boyunca enzim aktifliği azalabilir veya 

kaybolabilir. 
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 Çok basamaklı immobilizasyon iĢlemlerinde enzim karalılığı sınırlıdır. 

 Enzim taĢıyıcılarının maliyeti yüksektir. 

 

2.5.3. Ġmmobilize sistemlerde kullanılan destek materyalleri 

 

Ġmmobilize enzim sisteminin performansını belirlemede seçilen 

matriksin özellikleri çok ciddi derecede önemlidir. Ġdeal destek özelliklerini 

sıralamak gerekirse; sıkıĢmaya karĢı fiziksel direnç, hidrofilisite, enzimlere karĢı 

inertlik, kolay türevlendirilebilirlik, biyo-uyumluluk, mikrobiyal saldırılara 

dayanıklılık, elde edilebilirlik ve düĢük maliyettir. Destekler kimyasal yapılarına 

göre organik veya inorganik olarak sınıflandırılabilirler (Buchholz ve Klein 1987). 

 

Çizelge 2.1. Enzim immobilizasyonun da kullanılan bazı destek materyalleri 

 

Doğal Polimer Sentetik Polimer Anorganik 

Selüloz 

Nisasta 

Aljinat 

Karragenan 

Kollagen 

Jelatin 

Albümin 

Ġpek 

Stiren esaslı polimerler 

Akrilamit esaslı polimerler 

Naylon 

Vinil ve allil polimerler 

Akrilat esaslı polimerler 

Ġyon değiĢtirici reçineler 

Maleik anhidrit polimerleri 

Kil 

Cam 

Silika jel 

Ponza taĢı 

Aktif karbon 

Metaller 

Metal oksitler 

Bentonit 

 

Organik destekler de doğal ve sentetik polimerler olarak ayrılabilirler 

(Cabrala ve Kennedy 1991). Matrikslerin ortalama partikül çapı, ĢiĢme oranı, 

mekanik sağlamlık ve sıkıĢma oranı gibi fiziksel özellikleri immobilize 

sistemlerin performansında büyük bir öneme sahiptir ve teknik Ģartlar altında 

kullanılacak reaktör tipini belirlemektedir. Özellikle, por parametreleri ve partikül 

boyutları, toplam yüzey alanının büyüklüğünü etkilemekte ve böylece matriksin 

enzim bağlama kapasitesini etkilemektedir. Porsuz destekler düĢük difüzyonel 

limitler göstermekte fakat az yükleme kapasitesine sahiptir. Bu nedenle, porlu 
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destekler genellikle tercih edilmektedir. Çünkü geniĢ yüzey alanı yüksek enzim 

yüklemesini sağlayabilmekte ve ayrıca da immobilize enzimler çevresel Ģartlardan 

daha iyi korunabilmektedirler. Porlu sistemler, kapasite ve akıĢ özelliklerinin 

optimizasyonu için kontrollü por dağılımına sahip olmalıdırlar. Ġnorganik 

taĢıyıcıların birçok avantajına karĢın çoğu endüstriyel uygulamalar organik 

matrikslerle gerçekleĢtirilmektedirler. Hidrofilisite, immobilize enzimlerin 

aktivitesini belirleyen en önemli faktörlerden biridir. Çok geniĢ çapta kullanılan 

mükemmel bir matriks Agaroz‟dur. Proteinler için geniĢ kapasite sağlayan yüksek 

porozitesine ek olarak hidrofilik karakterde olması, kolay türevlendirilebilmesi, 

yüklü grupların yokluğu, ticari olarak bulunabilirlik gibi çeĢitli olumlu yönleri 

vardır. Fakat agarozun ve diğer birçok desteğin kullanımına ciddi bir olumsuzluk 

maliyetidir. Bu problem matrikslerin rejenerasyonunu ve tekrar kullanılmasını 

sağlayan tersinir metotlarla bertaraf edilebilirler. Enzimler desteğe geri dönüĢlü 

fiziksel adsorpsiyondan ve iyonik bağlardan istikrarlı kovalent bağlara kadar 

birçok etkileĢim ile bağlanabilirler. ÇeĢitli enzim immobilizasyonu yaklaĢımlarını 

sınıflandırmanın bir yolu da bunları tersinir ve tersinmez bağlanma olarak ikiye 

ayırmaktır (Gupta ve Mattiasson 1992). Bağlanma gücü genellikle tersinirlik ile 

ters orantılıdır. Bu iki zıt kavramın kararlılık ve tersinirlik dengesini sağlamak zor 

olmaktadır. Bu konuda geleneksel olarak, kurulan bağın olabildiğine güçlü olması 

tercih edilmektedir (Beatriz ve Batista 2006). 

Destek materyaline bağlanmada enzim molekülünün protein yapısından 

yararlanılır. Enzim molekülü üzerindeki fonksiyonel gruplar baglanmada etkilidir. 

Bunların yanında immobilizasyonda kullanılacak destek materyallerinde bazı 

özellikler de aranır. Bunlar Ģu Ģekilde sıralanabilir (Beatriz ve Batista 2006). 

 

 Hidrofilik karakter 

 Suda çözünmeme 

 Gözenekli yapı 

 Mekanik dayanıklılık ve uygun partikül büyüklüğü 

 Kimyasal ve termal dayanıklılık 

 Mikroorganizmalara karĢı dirençli olma 

 Ucuzluk 
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 Zehirsizlik 

 

Ġmmobilizasyon sırasında enzim molekülleri konformasyonel değiĢikliğe 

uğrayabilir. Ġmmobilize enzimin zincir hareketleri çeĢitli faktörlere bağlıdır. 

Bunlar, immobilizasyonda kullanılan kimyasalların tipi, destekle enzimin 

karĢılıklı etkileĢmesi, aktifleĢtirici veya çapraz bağlayıcı kimyasallar ile enzimin 

etkileĢmesi olarak belirtilebilir. Enzimler içinde bulundukları çevre tarafından 

etkilenirler. Enzimin katı destek üzerinde immobilizasyonu enzimin etrafındaki 

mikro çevreyi etkileyebilir, bu da enzimin görünen davranıĢları üzerinde aĢağıda 

belirtildiği gibi bazı değiĢiklikler oluĢturur. 

 

 Bölme etkisi 

 Difüzyon sınırlaması 

 Yapısal değiĢiklikler 

 Sterik sınırlamalar 

 Ġnaktivasyon 

 

2.5.4. Bölme etkisi 

 

Poliiyonik destek kullanıldığında iyonik yapıya sahip substrat, tepkime 

ortamında homojen olarak dağılmaz ve enzim çevresinde farklı deriĢimde 

bulunabilir. Ölçülen deriĢim değerleri genellikle kütle fazından yapılır. Bölme 

etkisi çok gözlenen bir durumdur. Ayrıca, çözünen madde ile polimerik destek 

arasında hidrofobik etkileĢmeler de olabilir. 

 

2.5.5. Difüzyon sınırlaması 

 

Difüzyonel sınırlama, fiziksel büyüklük ile ilgilidir. Eğer polimer 

desteğinin gözenek çapı substrat molekülünden küçük ise substratın destek içine 

difüzlenmesi ve enzim ile temasa geçmesi engellenir ve bunun sonucu olarakta 

herhangi bir tepkime meydana gelmez. 
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2.5.6. Yapısal değiĢiklikler 

 

Enzim immobilizasyonunda, enzim yapısının belli bir pozisyonda uzun 

süre korunması ile enzim ve destek materyali arasında çok sayıda bağlanma 

oluĢabilir. Enzimin katalitik aktifliği yapısal değiĢmelere bağlı olduğundan Km ve 

Vmak değerlerinde de farklılıklar, enzim aktifliğinde azalmalar olabilir. 

 

2.5.7. Sterik sınırlamalar 

 

Eğer immobilize enzimin aktif uçları substrat molekülünün yaklaĢmasına 

elveriĢli pozisyonda değil ise sterik problemler ortaya çıkar. Örneğin enzimin 

aktif gurupları destek maddesine dönük ise substratın aktif merkeze yaklaĢması 

engellenir. Enzim polimerik kafese hapsedildiğinde, substrat moleküllerinin 

enzime yaklaĢıp direk temasa geçmesi matriks tarafından engellenebilir. 

 

2.5.8. Ġnaktivasyon 

 

Zor tepkime Ģartlarında (örneğin yüksek pH, ortamda serbest radikallerin, 

oksitleyici reaktiflerin varlığı gibi) gerçekleĢen immobilizasyon iĢlemleri enzimin 

bir kısmının veya tamamının aktifliğini yitirmesine sebep olabilir. Böylece 

immobilize edilmiĢ enzimin spesifik aktifliği, serbest enzimin aktifliğinden 

oldukça düĢük olabilir. Enzim herhangi bir konformasyonel değiĢim olmaksızın 

aktifliğini kaybedebilir (Yamak 2007). 

 

2.6. Enzim Ġmmobilizasyon Yöntemleri 

 

Enzim immobilizasyonu için çeĢitli yöntemler kullanılabilir. Bu 

yöntemler kimyasal ve fiziksel alıkonma olarak iki ana baĢlık altında 

incelenebilir. Kimyasal immobilizasyon çapraz bağlanma ve suda çözünmeyen 

taĢıyıcıya bağlanma olarak, fiziksel bağlanma ise tutuklanma yöntemleri olarak 
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ayrılır. Ġmmobilizasyon yöntemlerinin sınıflandırılması ġekil 2.6.‟da ki gibi 

yapılabilir. 

 

ġekil 2.6. Ġmmobilizasyon yöntemlerinin sınıflandırılması 

 

2.6.1. Kimyasal yöntemler 

 

Kimyasal immobilizasyon yöntemleri, suda çözünmeyen aktifleĢtirilmiĢ 

polimer ile enzim arasında kovalent bağ oluĢumu veya birden fazla enzim 

molekülü arasında çapraz bağ oluĢumunu gerektirir. Kimyasal yöntemler 

çoğunlukla tersinmezdir. Serbest enzimin yeniden geri kazanılması mümkün 

değildir (Saburo ve Atsuo 1985; Carr ve Bowers 1980). Kimyasal yöntemlerle 

immobilizasyonda, enzimin çok kararlı olması ve destek maddesinin dayanıklı 

olması gibi avantajlar vardır. Ancak immobilizasyon veriminin sınırlı olması, özel 

reaksiyon Ģartları gerektirmesi, kimyasal olarak inert olan destek maddelerine 

uygulanması için aktivasyon iĢlemini gerektirmesi gibi sorunlar da söz konusudur 

(John 1985). 

Proteinlerin kovalent bağların oluĢumunu temel alan immobilizasyonu en 

yaygın kullanılanlardandır. Bu metodun bir avantajı, enzim ile destek arasındaki 

Enzim 
Ġmmobilizsyon

Yöntemleri

Çapraz 
Bağlanma

Suda Çözünmeyen 
TaĢıyıcıya Bağlama 

Yöntemleri

Kovalent
Bağlanma

Adsorplanma Ġyonik  
bağlanma

Metalik 
Bağlama

Tutuklama 
Yöntemleri

Matrikse
tutuklanma Membran

yada mikro 
kapsüllere 

tutuklanma
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bağların güçlü doğası sayesinde kullanıldıklarında enzimlerin çözeltiye 

karıĢmamalarıdır. Fakat, yüksek bağlı enzim aktivitesine ulaĢmak için, katalik 

aktivite için esansiyel olan amino asit uçlarının destek ile enzim arasındaki 

kovalent bağda yer almaması gerekir. Bazı durumlarda bu Ģartı sağlamak oldukça 

zor olmaktadır. Aktivite verimini bazen artıran basit bir prosedür de, substrat 

analoglarının varlığında eĢleĢme reaksiyonunu gerçekleĢtirmektir (Mattiasson 

1991). Ġmmobilizasyon için kovalent metotlar, enzimin üründe kesinlikle 

bulunmamasını gerektiren durumlarda kullanılmaktadırlar.  

Ġmmobilizasyon için çok sayıda ticari destekler vardır. Her durumda en 

iyisi, katalizin ilgili özelliklerini ve kullanım amacını göz önünde bulundurarak 

seçim yapmaktır. Ancak, genellikle birden fazla yaklaĢım denemek ve özel durum 

için belli bir metod uydurmak gereklidir (White ve Kennedy 1980; Taylor1991).  

 

2.6.1.1. Kovalent bağlanma ile immobilizasyon 

 

TaĢıyıcı destek maddesi; hidroksil, karboksil, amino, tiyol gibi 

fonksiyonel gruplar taĢımalıdır (John 1985). 

Kovalent bağlı destek-enzim (ġekil 2.8) kompleksinin aktifliği doğal 

enziminkinden farklı olabilir. Bu farkın büyüklüğü taĢıyıcı materyalin biçim ve 

büyüklüğüne, etkileĢme yönteminin doğasına, taĢıyıcı materyalin bileĢimine, 

enzim yapısına ve reaksiyon sırasındaki spesifik Ģartlara bağlıdır. Kovalent 

bağlanma ile immobilizasyonda eğer taĢıyıcı destek maddesi aktif değilse önce 

destek maddesi aktifleĢtirilir, daha sonra da enzimin kovalent bağlanması 

gerçekleĢtirilir (Dumitriu ve ark. 1988). 

 

 

ġekil 2.7. AktifleĢtirme sonrası destek materyaline kovalent bağlanma ile immobilizasyon 

(Gökgöz 2006) 
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ġekil 2.8. Kovalent bağlanma ile immobilizasyon (Bickerstaff 1997) 

 

2.6.1.2. Çapraz bağlanma 

 

Enzim molekülleri baĢka bir destek maddesi olmadan, kendi aralarında 

molekül içi veya moleküller arası çapraz bağlanarak immobilize olabilirler. Bu 

yöntem üç boyutlu çapraz bağlanmıĢ enzim oluĢumu esasına dayanmaktadır. 

Çapraz bağlanma ile enzimlerin immobilizasyonu çok basit olmasına rağmen 

enzimlerdeki özel fonksiyonel grupların çapraz bağlayıcı olarak kullanılabilmesi 

için gereken Ģartların seçimi ve kurulumu zordur (Sanjay 2006). 

 

 

 

ġekil 2.9. Çapraz bağlanma modeli (Yamak 2007) 

Enzim aktifliği, reaksiyon süresi, sıcaklık, iyonik Ģiddet, pH, çapraz 

bağlayıcı madde ve enzim konsantrasyonu gibi faktörlere ve bunlar arasındaki 

dengeye bağlıdır. Bu metodun en önemli avantajı, tek bir iĢlemde enzimleri 

immobilize etmek için iki ya da çok fonksiyonlu maddelerin kullanılabilmesidir. 

Bu metodun dezavantajı ise yüksek aktiflik gösteren immobilize enzim elde etmek 

için moleküller arası çapraz bağlanma reaksiyonunun kontrol edilmesindeki 

zorluklardır (Telefoncu 1997). 
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2.6.2. Fiziksel yöntemler 

 

Fiziksel yöntemler kovalent bağ oluĢumuna bağlı olmadan, enzimin 

belirli bir yere tutturulmasını içerir. Enzimlerin immobilizasyonu bazı fiziksel 

kuvvetlerin etkileĢmesiyle (elektrostatik, protein-protein etkileĢmesi, iyonik 

bağların oluĢumu, v.b) enzimin destek maddesindeki mikrobölmeler içerisinde 

veya gözenekli membranlarda tutturulmasıyla sağlanır. Esas itibariyle fiziksel 

immobilizasyon yöntemleri tamamen tersinirdir. Bununla birlikte çoğu özel 

örneklerde göz ardı edilemeyecek kadar tersinmez bağ oluĢumları da gözlenir. 

Fiziksel yöntemler adsorpsiyon ve hapsetme ile immobilizasyon olmak üzere iki 

gruba ayrılır (Yamak 2007). 

 

 

 

ġekil 2.10.  Fizksel etkileĢim modeli (Okubo 1984) 

 

2.6.3. Adsorpsiyon ile immobilizasyon 

 

Enzimin taĢıyıcı destek üzerine fiziksel adsorpsiyonu, geniĢ uygulama 

alanı olan basit bir immobilizasyon yöntemidir (Zaborsky 1973). Adsorpsiyon 

yöntemi ile enzim immobilizasyonu katı destek taĢıyıcı üzerinde enzimin fiziksel 

adsorpsiyonuna veya iyonik bağlanmasına dayanır. Fiziksel adsorpsiyonda 

immobilizasyonu sağlayan kuvvetler; hidrojen bağları, Van der walls kuvvetleri 

ve hidrofobik etkileĢimlerdir (Skovby 2007). 

Adsorpsiyon yönteminde uygun bir çözelti içinde çözünmüĢ halde 

bulunan enzim, destek ile belli bir süre etkileĢtirilerek enzimin desteğe 
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tutturulması sağlanır. Ġmmobilize enzimde hemen hemen hiçbir kimyasal 

değiĢiklik olmaz. Çünkü destek materyali ile kimyasal bir tepkime olmamaktadır. 

Etkin bir immobilizasyon iĢlemi için, sıcaklık, adsorbanın miktarı, enzim deriĢimi, 

iyonik Ģiddet, pH ve çözücü karakteri gibi değiĢkenlere bağlıdır. Adsorpsiyon 

ortamının koĢulları, enzimin fizyolojik koĢullarına çok yakın olarak 

düzenlendiğinde, aktivite kaybı oldukça düĢüktür. Bu avantajların yanında 

optimum koĢulların sağlanma güçlüğü ve enzimle destek arasında zayıf bir çekim 

varsa enzimin desorpsiyonu ile ürün kirlenmesi gibi dezavantajlar da söz konusu 

olabilir. Adsorpsiyon yönteminde en çok kullanılan adsorbanslar; anyon ve katyon 

değiĢtiricili reçineler, aktif karbon, sentetik ve doğal polimerler, silikajel, niĢasta, 

killer, alümina, bentonit, seramikler ve gözenekli camlardır (Carr 1987). 

 

2.6.4. Hapsetme ile immobilizasyon 

 

Bu yöntem polimerik matriks yapısında veya yarı geçirgen 

membranlarda enzimin hapsedilmesine dayanır (Arıca 1987). Enzim sulu 

monomer veya polimer çözeltisinde çözülür. Polimer oluĢumu ve/veya çapraz 

bağlanma ısıyla, gama radyasyonu veya UV ıĢınlarıyla baĢlatılır ve oluĢan 

hidrofilik polimer içinde enzim hapsedilir (Arıca ve Hasırcı 1987). Polimerik 

matriks yapısının, substrat ve ürünün difüzyonuna izin verirken proteinin 

difüzyonunu engellemesi için yeteri derecede sıkı olması gerekir. Bu yöntem her 

çeĢit enzimi, diğer biyokatalizörleri, bütün hücreleri veya farklı çaptaki 

mikroorganizmaları hapsetmek için çok genel kullanılabilir (Dumitriu1988). Bu 

yöntem çok kolay uygulanabilen fiziksel bir yöntemdir. Kimyasal bağlanma 

olmadığından yüklü taĢıyıcılara ihtiyaç yoktur. Ancak enzimin immobilizasyon 

iĢlemi sırasında inaktive olabilmesi gibi sorunlar olabilir.  

Enzim hapsetme yöntemi için organik ve anorganik yapıya sahip birçok 

taĢıyıcı destek maddesi kullanılır. Bu taĢıyıcılar partikül, tüp, membran ve fiber 

Ģeklinde olabilir. Çizelge 2.2.‟de enzim hapsetme yönteminde yaygın olarak 

kullanılan bazı polimerler gösterilmiĢtir. 
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Çizelge 2.2. Enzim hapsetme yönteminde yaygın olarak kullanılan bazı polimerler  

 

Doğal Destek Maddeleri Sentetik Destek Maddeleri 

Polisakkarit kökenliler 

- Selüloz 

- Aljinat 

- Karragenan 

Protein kökenliler 

- Kollajen 

Poliakrilatlar 

Polistiren 

Vinil ve alil polimerler 

Poliamitler 

Maleik andrit bazlı kopolimerler 

 

Enzim hapsedilmesi için taĢıyıcı destek maddesi seçilirken çeĢitli 

faktörlerin göz önünde bulundurulması gerekir. Bunlar; fiziksel form, sertlik ve 

dayanıklılık gibi mekanik özellikler, kimyasal ve mikrobiyal etkilere karsı direnç, 

hidrofilik-hidrofobik uç oranı, geçirgenlik, yüzey alanı, maliyet ve kolay 

bulunabilirliktir. Hapsetme yöntemi mikrokapsül ve kafes tipi olmak üzere iki 

gruba ayrılır. 

 

2.6.5. Mikrokapsül ile hapsetme yöntemi 

 

Bu yöntemde enzim molekülleri 10-1000 μm çaplı küçük yarı geçirgen 

membranlara hapsedilir. Yarı geçirgen membran, büyük protein veya enzimlerin 

mikrokapsül dıĢına çıkmasına engel olurken, küçük substrat ve ürün 

moleküllerinin serbestçe giriĢ-çıkıĢına izin verir. Enzimlerin mikrokapsüllenmesi 

için iki yöntem kullanılır. Bunlar faz ayrımı ve ara yüzey polimerizasyonudur. 

Faz ayrımı yönteminde, enzim ve mikrokapsülü oluĢturan çözelti 

damlalar Ģeklinde çöktürücüye ilave edilir. Ara yüzey polimerizasyonun da ise 

enzimin sudaki çözeltisi, suyla karıĢmayan organik çözelti içerisinde emilmesidir 

Ortama eklenen polimer çözeltisi, enzim mikro damlalarının etrafında 

membran oluĢturur. Böylece enzim polimerik membran tarafından sarılarak 

mikrokapsüllenmiĢ olur. Mikrokapsülleme yönteminde herhangi bir kimyasal 

bağlanma olmadığından enzim aktifliği serbest enzim aktifliğine yakındır. Bu 
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yöntem ile oldukça büyük yüzey-hacim oranına ulaĢılır (Ġnam 1945). Bu oranının 

büyük olması da mikrokapsül içerisinde oluĢan enzim substrat reaksiyonunun 

olasılığını arttırır. Bu yöntemde mikrokapsül oluĢumu sırasında yüksek protein 

konsantrasyonuna gerek olması ve yüksek molekül ağırlıklı substrat ve ürünler 

gerektirmesi gibi dezavantajlar söz konusudur. 

 

2.6.6. Kafes tipi hapsetme yöntemi  

 

Kafes tipi hapsetme yöntemi, çapraz bağlı polimerlerin boĢlukları içinde 

enzimin tutulması esasına dayanır. Bu yöntemde enzim içeren monomer yada 

polimer çözeltilerine uygun bir kimyasal baĢlatıcı, UV veya gama-ıĢınları 

uygulayarak yüksek oranda çapraz bağlı bir polimer ağı oluĢturulur. Enzim 

molekülleri fiziksel olarak polimer kafes içerisinde tutulur ve jel matriksin dıĢına 

çıkamaz, fakat substrat ve ürün sürekli kafes içine giriĢ-çıkıĢ yapabilir. Enzim 

kimyasal değiĢime uğramaz. Ayrıca bu yöntemde farklı fiziksel formlarda suda 

çözünmeyen enzim türevleri hazırlanabilir. Jelatinimsi yapıya sahip enzim 

türevleri, immobilize bir enzimin hem düzenli hem de düzensiz yüzeyler üzerinde 

kolayca depolamasını sağlar. 

Çapraz bağlı polimer oluĢturarak enzim hapsedilmesinde en çok 

kullanılan polimer, N,N-metilen-bis-akrilamit ile çapraz bağlanarak oluĢturulan 

poliakrilamittir (Karadağ 2001). 

 



25 
 

 

 

ġekil 2.11. Polakrilamit jel içine enzim hapsedilmesi (Arıca 1998) 

 

Bu yöntemin avantajları Ģu Ģekilde sıralanabilir (Arıca 1998; Michael 

1980;Saburo 1985) 

• Çapraz bağ oluĢumunda kullanılan gama veya UV ıĢınları enzimin yapısını ve 

aktifliğini kimyasal metotlara göre daha az etkiler. 

• Ortamdaki monomer ve çapraz bağlayıcı deriĢimini değiĢtirerek farklı 

büyüklükte gözenek boyutuna sahip polimerik kafesler elde edilebilir. 

• PolimerleĢme kolay ve hızlı bir Ģekilde gerçekleĢebilmektedir. 

 

Metodun dezavantajları ise; 

 

• Çapraz bağlı polimer ağlarından enzimin sızması, 

• Küçük hacimli substratlar için sınırlı olması ve 

• Makromoleküler substrat için düĢük aktiflik göstermesidir. 
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2.7. Anadoluca Metodu (AmiNoAcid Decorated and Light Underpinning 

Conjugation Approach) 

 

R. Say ve ark. tarafından geliĢtirilen ANADOLUCA metodu farklı 

protein ve enzimlere uygulanarak biyoteknolojik alanda farklı uygulamalarla 

literatüre kazandırılmaktadır. ANADOLUCA metoduna göre, rutenyum 

kompleksi içeren fotosensitif aminoasit monomerler ile enzim, protein gibi 

biyomoleküller nano formatta sentezlenebildiği gibi, yine bu rutenyum aminoasit 

Ģelat kompleksleri [bis(2-20-bipyridyl)bis(MATyr)-ruthenium(II) fotosensitif 

monomer] enzimlerle etkileĢtirildiğinde, enzim yapısındaki kırılganlığı 

engelleyerek, sağlam, kararlı yeni enzim yapıları oluĢturulmaktadır. Rutenyum-

aminoasit monomerleri enzimle etkileĢtirildiğinde enzim yapısında yeni 

polimerleĢebilen uçlar oluĢturularak kriyojelin polimerizasyonu aĢamasında 

enzimin kriyojele çapraz bağlanması gerçekleĢtirilebilir. Bu Ģekilde geliĢtirilen 

yeni fotosensitif karakterli enzim immobilize sistemler farklı çalıĢmalarda üretim 

amacıyla kullanılabilir (Say ve ark. 2009). 

 

 

 

ġekil 2.12. Rutenyum aminoasit Ģelat kompleksleri (Say ve ark. 2009) 
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ġekil 2.13. Rutenyum aminoasit Ģelat kompleksleriile etkileĢtirilen PA nın kriyojel 

gözeneklerindeki hipotetik modeli 

 

2.7.1. Ġmmobilize edilen enzimden beklenilen özellikler 

 

Kullanılan immobilizasyon tekniği ne olursa olsun immobilize edilen 

enzimden beklenilen özellikler : 

 Yüksek kararlılık, 

 Sürekli üretime olanak vermesi, 

 Reaksiyon kontrolüne olanak vermesi, 

 Yüksek saflık, 

 Yüksek ürün yüzdesi, 

 Ekonomik olmasıdır. 

 

2.7.2. Ġmmobilizasyon yönteminin seçimi 

 

Ġmmobilizasyon yönteminin seçiminde öncelikle enzimin bağlanacağı 

destek materyalinin yapısı dikkate alınmalıdır (D‟Souza ve Godbole 2002). 

BaĢarılı bir immobilizasyon için asağıdaki faktörler göz önünde 

bulundurulmalıdır (Mosbach 1976). 

 Destek materyalinin mekanik özellikleri, özellikle fiziksel formu ve 

mekanik kararlılığı göz önünde bulundurulmalıdır. 
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 Enzim, tepkimenin yürütüleceği koĢullarda kararlı olmalıdır. 

 Çapraz bağlayıcı reaktifler, enzimin aktif uçları ile tepkimeye 

girmemelidir veya çapraz bağlayıcı reaktif, enzimin aktif ucuna nüfuz 

etmemesi için olabildiğince büyük olmalıdır. 

 Mümkünse enzimin aktif ucu bir Ģekilde korunmalıdır. Örneğin sülfidril 

enzimleri, glutatiyon veya sistein ile tepkimeye sokularak korunabilir ve 

daha sonra enzim tekrar aktifleĢtirilebilir. 

 Ġmmobilizasyonda, bağlanmamıĢ enzimi uzaklaĢtırmak için 

uygulananyıkama iĢlemi enzimi etkilememelidir. 

 Ġmmobilize enzim, bazı kimyasal tepkimelerde devamlı katalizör olarak 

kullanılacak ise immobilizasyon yöntemini seçmeden önce tepkimenin 

doğası göz önünde bulundurulmalıdır. 

 

2.8. Makrogözenekli Kriyojeller 

 

“Jel” adı altında toplanan polimerik malzemeler polimer-immobilize 

çözücü sistemleridir. Bu malzemelerde makromoleküller 3B ağ yapısı oluĢturacak 

Ģekilde birbirine bağlanmıĢ durumdadır. Jel morfolojisi (homo- veya heterofaz) jel 

hazırlama yöntemine; bağların yapısı ise polimerlerin kimyasal özelliğine 

bağlıdır. 3B-ağ yapısı içerisinde immobilize olan çözücünün rolü çok önemlidir. 
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Çizelge 2.3. Polimerik jellerin sınıflandırılması ve üretim iĢlemleri. 

Polimerik jeller 

Tür Jel oluĢumu Örnekler Yorumlar 

Kemotropik 

jeller 

Moleküller 

arası kimyasal 

bağlar sonucu 

oluĢan 3 

boyutlu 

kovalent örgü 

Poliakrilamit jeller 

Polistiren temelli iyon 

değiĢim reçineleri veya 

poliakrilat matriksler 

Sephadexler olarak bilinen 

çapraz bağlı dekstran  

Büyük bir jel grubudur. 

Monomerik öncüllerin 

dallanmıĢ polimerizasyonu 

sırasında ya da polimerik 

öncüllerin çapraz bağlanmasıyla 

oluĢur. Biyoteknoloji alanında 

yaygın kullanılır. 

 

Ġyonotropik 

jeller 

Moleküller 

arası iyonik 

bağlara (tuzlar) 

kararlılık veren 

iyon değiĢim 

tepkimeleri 

Aljinat-polilisin veya 

kitosan-polifosfat karıĢımı 

matriksler gibi polielektrolit 

kompleksler 

Bu jeller belli kompozisyona 

sahip ortamda kararlıyken sıvı 

ortamın pH veya iyonik bileĢeni 

değiĢtirildiğinde kolaylıkla 

çözünürler. Ġmmobilize 

mikrobiyel, bitki veya hayvan 

hücresi taĢıyıcıları olarak 

kullanılırlar  

ġelatotopik 

jeller 

Moleküller 

arası 

koordinasyon 

bağlarına 

kararlılık veren 

Ģelatlanma 

tepkimeleri 

Jel oluĢumu çok diĢli güçlü 

koordinasyon yapan metal 

iyonlarının eklenmesiyle 

sağlanır. Cu(II) veya Co(II) 

ile kitosan çözeltileri, Cr(III) 

ile karboksimetil selüloz 

çözeltileri veya Ca iyonları 

ile çapraz bağlanmıĢ aljinat 

jelleri,    

Ca-aljinat jeller hücre 

immobilizasyonu için 

kullanılırlar diğer Ģelatotropik 

jeller için henüz biyoteknolojik 

uygulamalar bulunamamıĢtır. 

Solvatotropik 

jeller 

Çözücü 

bileĢeninin 

değiĢtirilmesiyl

e oluĢan jeller 

Koaservasyon olgusu diye 

bilinen olay sonucu oluĢur. 

Bu tür jelleĢme filmlerin 

veya fiberlerin ıslak oluĢumu 

sırasında bir ara basamaktır. 

Örn selüloz nitratlardan ve 

selüloz asetatlardan  

Çözücü olmayan bir madde 

polimer çözeltisi ortamına 

eklendiğinde ortama olan 

polimer afinitesini düĢürülerek 

ve kovalent olmayan polimer-

polimer etkileĢimleri 

oluĢturularak jel oluĢumunu 

sağlarlar.  

 

Termotropik 

jeller  

BaĢlangıç 

polimer 

sisteminin 

ısıtılmasıyla 

elde edilirler 

Hidrofobik olarak modifiye 

edilmiĢ hidroksietil selüloz  

Ovalbümin ve yumurta 

beyazı jelleri 

Jelatin jeller 

NiĢasta jelleri 

Agaroz ve agar agar jelleri 

Carrageenan jelleri 

Moleküller arası hidrofobik 

etkileĢimler jel oluĢumunda 

önemli yere sahiptir. 

Psikrotropik 

jeller  

JelleĢme 

baĢlangıç 

polimer 

sisteminin 

soğutulmasıyla 

elde edilir 

 Biyoteknolojide kromatografik 

malzemeler ve elektroforez 

matriks leri olarak kullanıldığı 

gibi hücre kültürlemesi için katı 

ortam olarak da sıkça kullanılır. 

Kryotropik 

jeller 

BaĢlangıç 

sisteminin 

dondurulma-

sıyla elde edilir. 

Bu çalıĢmanın içeriğini 

oluĢturmaktadır. 
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Çözücü sıkı polimer yapısının oluĢmasına izin vermemekte ve sistemin 

çökmesini önlemektedir. Jeller, akıĢ ve yıkılma olmaksızın tersinir 

deformasyonlara dayanabilen fiziksel malzemelerdir. Polimerik ağ yapısında 

bulunan moleküllerarası bağların yapısına gore jeller iki gruba ayrılır: kimyasal ve 

fiziksel jeller. Çizelge 2.3‟te jellerin daha detaylı bir sınıflandırılması 

özetlenmiĢtir. 

Kriyojeller, kısmen donmuĢ monomer veya polimer çözeltileri kullanılarak 

hazırlanan jel matriksleridir. Genel olarak kriyojeller birbirine bağlı 

makrogözeneklere (veya süpermakrogözeneklere) sahiptir. Bu özellikleri 

kriyojellerin nano-mikro ölçek aralığında herhangi bir difüzyon sorunu olmaksızın 

kullanımna olanak sağlamaktır. Kriyojellerin osmotik, kimyasal ve mekanik 

kararlığının yanında eĢsiz yapısal özellikleri sayesinde, biyolojik nanopartiküllerin 

(plasmidler, virüsler, hücre organelleri) ve hatta tam hücrelerin (E. coli) 

kromatografik ayrılmasında kullanılması mümkündür. Polimerik jeller, 

biyoteknolojide kromatografik malzeme, molekül ve hücrelerin 

immolibilizasyonu için taĢıyıcı, katı kültür ortamı ve elektroforez için matriks 

olarak kullanılmaktadır. Polimerik jellerin geniĢ spektrumda kullanım olanağı 

bazı gereksinimlere sebep olmaktadır. Bu gereksinimler, biyolojik uygulamalar 

için yeni nesil jel malzemelerin geliĢtirilmesini ve üretimini tetiklemektedir. 

Biyoteknolojide uygulanma potansiyeli olan polimerik jellerden biri de 

kriyojellerdir. Kriyojeller, düĢük veya yüksek molekül ağırlığına sahip monomer 

çözeltilerinin donma noktalarında altında gerçekleĢtirilen kriyojenik uygulama 

yöntemi ile hazırlanmaktadır. Kriyojeller, ilk olarak 1960‟lı yıllarda rapor edilmiĢ 

ve büyük ilgi görmüĢtür. Bu malzemelerin biyomedikal ve biyoteknoloji 

potansiyelleri ise yeni keĢfedilmiĢtir (Hughes ve ark. 1982). ġekil 2.14.‟te 

kriyojellerin üretiminin Ģematik gösterimi verilmiĢtir. Kriyotropik jelleĢme ile 

elde edilen polimerik malzemelerin morfolojisi donmamıĢ sistemde üretilen 

jellere göre önemli farklılıklar göstermektedir. Kriyojeller, diğer kimyasal jeller 

sınıflarına (kovalent, iyonik, non-kovalent) farklıdır. Özellikle ısısal baĢlatıcılı 

jeller (termotropik) kriyojel hazırlanmasında kullanılamazlar. Bazı istinalar 

dıĢında, donma-kurutma yöntemiyle hazırlanan polimerik malzemeler, 

kriyojellerle benzer özellik göstermektedir. Çözücünün dondurulması ve çözücü 



31 
 

kristallerinin süblimleĢtirilmesiyle hazırlanan polimerik malzemelerde birbirine 

bağlı gözenekler içeren bir ağ sistemi elde edilmektedir. Fakat, donmamıĢ sıvı 

fazda herhangi bir jel oluĢumu gözlenmemektedir. Donma-kurutma yöntemiyle 

sadece ince filmler, plakalar veya küçük partiküller hazırlanabilmektedir. Donma-

kurutma yöntemiyle silindir veya ince blokların hazırlanması teknik olarak 

mümkün değildir. Fakat, kriyojeller istenilen Ģekil ve boyutta bloklar, silindirler, 

granüller ve diskler halinde hazırlanabilmektedir. Ayrıca, kriyojellerin üretiminde 

çözücünün düĢük basınçta uzaklaĢtırılmasına gerek olmadığı için donma-kurutma 

yönteminden daha kolaydır. GeniĢ birbirine bağlı gözenekli ağ yapısı, 

kriyojellerin temel yapısal karakteridir. Süngerimsi yapı içerisindeki gözenek 

sistemi analit moleküllerinin aktırımla taĢınmasını kısıtlamamaktadır. Kriyojel 

içerisinde oluĢturulan makrogözeneklerin boyutları 10-250 µm aralığında değiĢim 

göstermektedir. GeniĢ gözeneklerin oluĢturduğu ağ yapısı kriyojellerer nano-

mikro aralığında ölçeğe sahip birçok biyomolekülün ayrılmasında destek 

malzemesi olma potansiyeli kazandırmaktadır.  

 

 

 

ġekil 2.14. Kriyojel üretiminin Ģematik gösterimi:1,çözeltideki makromolekül; 2, çözücü; 3, düĢük 

molekül ağırlıklı çözünen molekülleri; 4, dondurulmuĢ çözücünün polikristalleri; 5, 

donmamıĢ sıvı mikrofaz; 6, polimerik kriyojel; 7, makrogözenekler; 8, çözücü. 

 

Kriyotropik jelleĢme iĢleminin temel karakteristik özellikleri; 

 

Jel oluĢum ajanlarını içeren reaksiyon karıĢımı, çözücünün donma 

noktasının bir kaç derece altında dondurulur. DonmuĢ haldeki sistem, tek parça 

katı blok gibi görünmesine rağmen donmamıĢ sıvı mikrofaz (UFLMP) içeren 

heterojen bir karıĢımdır.  
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UFLMP içerisindeki jel oluĢum ajanlarının deriĢimi çözücünün 

donmasının etkisiyle yükselmiĢtir. KriyoderiĢme olarak adlandırlan bu olay, 

donmuĢ sistemlerde jel oluĢumunun hızlanmasına sebep olmaktadır. Aynı 

deriĢime sahip sıvı monomer çözeltilerine göre jelleĢme oldukça hızlı bir Ģekilde 

gerçekleĢmektedir.  

Çözücü kristalleri, gözenek oluĢturucu ajan olarak iĢlev görmektedir. 

Çözücü eritildiğinde, boĢluklar oluĢmakta, makrogözenekler çözücü ile 

dolmaktadır. Çözücü ve jel faz arasındaki yüzey gerilimi, gözeneklerin yapısının 

yuvarlaklaĢmasına ve gözenek yüzeylerinin daha düzenli olmasına sebep 

olmaktadır. Donma iĢlemi gerçekleĢtiğinde, çözücü kristalleri diğer kristallerle 

birleĢene kadar büyümektedir. Eritme iĢlemi sonra jel içerisinde birbirine bağlı 

gözeneklerden oluĢan bir ağ sistemi oluĢmaktadır. Gözeneklerin Ģekil ve 

boyutları, birçok faktöre bağlıdır; monomer deriĢimi ve kriyotropik uygulama 

sıcaklığı en önemli etki eden faktörlerdir. 

Kriyojellerin polimerik fazında mikrogözenek oluĢumları 

gözlenmektedir. Bundan dolayı, kriyojeller hem heterofaz hem de heterogözenekli 

bir yapıya sahiptirler (ġekil 2.14). 

 

2.9. Penisilin Açilaz Enzimi (PA) 

 

β-laktam antibiyotiklerde bulunan β-laktam çekirdeği ile bir karboksil 

grubu arasındaki amit bağını kesebilen ilk enzim 1950‟lerde tanımlanmıĢtır. 

Penisilin G açilaz olarak adlandırılan bu enzimin, on yıl sonra, ters reaksiyon 

(kondensasyon) yoluyla β-laktam antibiyotiklerini sentezleyebileceği 

belirlenmiĢtir. Geçen süreçte, çeĢitli prokaryotlarda benzer aktivite gösteren ve 

farklı substrat özgüllüğüne sahip birçok enzim bulunmuĢtur (Polderman-Tijmes, 

2004) Penisilin açilazlar (PA) (penisilin amidohidrolazlar, EC 3.5.1.11), 

penisilinlerin yan zincirlerini kırma yoluyla 6-aminopenisillanik asit (6-APA) ve 

ilgili organik asitleri oluĢturan bir grup enzimdir (Arroyo ve ark. 2003). 

Penisilinler yıllık üretimleri ve reçetelerde kullanım sıklıkları nedeniyle, 

giderek artan miktardaki alternatif antimikrobiyallerin varlığına karĢın, en önemli 



33 
 

antibiyotiklerdir (Penalva ve ark. 1998). Penisilinler, bakteri hücre duvarı 

sentezinde üstün inhibe edici faaliyetlerine, çok çeĢitli antimikrobiyal 

aktivitelerine, çeĢitli bakteriyel suĢlara karĢı göze çarpan etkinlikleri ve düĢük 

toksisiteye bağlı olarak, tüm dünyada tahmini antibiyotik piyasasının yaklaĢık 

olarak %19‟unu kapsamaktadırlar (Parmar ve ark. 2000). Bu antibiyotiklerin aĢırı 

kullanımı patojenlerde dirençlilik geliĢimine yol açmakta ve dirençlilik 

probleminin üstesinden gelebilmek için daha yeni yarı-sentetik antibiyotikler 

üretilmektedir. Penisilin açilazlar, penisilinlerin yarı-sentetik penisilinlerin büyük 

bir kısmının yapıldığı β- laktam nükleusu olan 6-APA‟ya hidrolizini katalizleyen 

enzimler olarak kullanılır. Protein mühendisliği yöntemleriyle oluĢturulan yarı 

sentetik antibiyotikler, daha az yan etki, azaltılmıĢ toksisite, patojenlere karĢı daha 

fazla seçicilik, antimikrobiyal çeĢitlilik ve iyileĢtirilmiĢ farmakolojik özelliklere 

sahip olacak Ģekilde geliĢtirilebilmektedirler (Rajendhran ve ark. 2004; Parmar ve 

ark. 2000). β-laktam açilazlar olarak adlandırılan bu grubun üyeleri, öncelikle, 

tercih ettikleri substratların ana çekirdegine göre penisilin açilazlar ve sefalosporin 

açilazlar olarak ikiye ayrılırlar (ġekil 2.15). Penisilin açilazların substratlarının 

çekirdegi 6-APA, sefalosporin açilazlarınki ise 7-aminosefalosporanik asit (7-

ACA)‟tir. Daha ileri sınıflandırma ise substratların yan zincirlerine göre 

yapılmaktadır (Polderman-Tijmes 2004). 

Penisilin açilaz‟lar; penisilinin, 6-APA ve bir organik asite hidrolizini 

katalize eden enzimlerdir. Organik asitin doğası hidroliz edilmiĢ penisilinin tipine 

bağlıdır (Mahajan 1984). PA‟lar; penisilin amidaz, penisilin açilaz, penisilin 

amidohidrolaz, penisilin açiltransferaz, penisilin deaçilaz ve penamidaz gibi farklı 

isimlerle adlandırılırlar. 
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ġekil 2.15. β-laktam açilazların sınıflandırılması. Penisilinlerin, 6-APA ve sefalosporinlerin, 7 

ACA çekirdeği ve çekirdeğin R pozisyonunda doğal yan zincirleri gösterilmiĢtir 

(Polderman-Tijmes  2004). 

Penisilin açilazlar substrat tercihlerine göre sınıflandırılırlar (ġekil 2.15) 

 

I. sınıf penisilin açilazlar (Penisilin V açilazlar); fenoksimetil penisilin (penisilin 

V)‟ihidrolize ederler. 

II. sınıf penisilin açilazlar (Penisilin G açilazlar); benzil penisilin (penisilin G)‟i 

hidrolize ederler. 

III. sınıf penisilin açilazlar (Ampisilin açilazlar); ampisiline karĢı etkilidirler 

(Mahajan 1984). Günümüzde, ampisilin açilazlar, α-amino asit ester hidrolazlar 

(AEH‟ler, EC 3.1.1.43) olarak sınıflandırılmaktadır (Skrob 2003). 

 

2.9.1.Penisilin G açilazlar 

 

Seçici olarak fenilasetil yan zincirine sahip penisilinleri (penisilin G) 

hidrolize ederler ve geniĢ bir substrat özgüllüğüne sahiptirler. Penisilin G 

açilazlar; Alcaligenes faecalis, Arthrobacter viscosus, Bacillus megaterium, 

Escherichia coli, Kluyvera citrophila ve Providencia rettgeri gibi birçok bakteride 

bulunur. β-laktam açilazların en çok bilinen ve endüstride yaygın olarak 

kullanılan üyesi E. coli ATCC 11105 penisilin açilazıdır. 24 ve 64 kDa ağırlığında 

iki farklı alt birimden (heteromer) oluĢan E. coli penisilin açilazı periplazmik bir 

proteindir (Skrob ve ark. 2003). 
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Penisilin açilaz ilaç endüstrisi için oldukça önemlidir (Jaiprakash ve 

ark.1997). Penisilin G açilaz (EC 3.5.1.11) endüstriyel süreçlerde yarı sentetik 

penisilinlerden olan, 6-aminopenisilanik asit (6-APA) ve 7-amino- sefalosporanik 

asit (7-ACA) üretiminde kullanılmaktadır. 6-APA ve 7-ACA alkalin pH (7.5-8.5) 

değerlerinde üretilirken yarı sentetik penisilinler asidik veya nötral pH (4.0-7.0) 

değerlerinde üretilir. Penisilin G açilaz değiĢik metotlarla; bira mayası, bakteri ve 

küf mikroorganizmaları kullanılarak üretilmekle birlikte çoğunlukla Escherichia 

coli bakterisinden üretilmektedir. Rekombinant E.coli kullanmak penisilin 

üretiminde karĢılaĢılan glukoz, fruktoz, laktoz ve diğer karbon kaynaklarının 

katabolik baskılaması gibi değiĢik problemleri elimine eder (Kheirolomoom 

2001). 

 

2.10. PA’nın yapı ve iĢlevi 

 

E. coli‟ye ait PA, iki alt üniteden (α- ve β- alt tüniteleri, sırasıyla 24 ve 63 

kDa) oluĢan periplazmik heterodimerik bir enzimdir (Lee ve ark. 2000). E. coli 

ATCC11105‟e ait pac yapısal geni bir sinyal peptit (S), α alt ünitesi (α), 

birleĢtirici peptit (C) ve β alt ünitesi (β) olmak üzere yaklaĢık 95 kDa‟luk öncül 

bir polipeptidir (preproPA) kodlamaktadır. Öncül enzim periplazmik yüzeye 

taĢınarak, periplazmada birleĢtirici peptidi uzaklaĢtırmak ve olgun enzimi üretmek 

için otokatalitik olarak iĢlenir (Kasche ve ark. 1999). Periplazmik iĢlenme 

mekanizması, ilk olarak proPA‟nın kesimi için (bağlayıcı peptit ve β-alt ünitesi 

arasındaki kesim yerinden) molekül içi otoproteolizizi, sonrasında ise iki ya da üç 

adımdan oluĢan ardıĢık C-terminal proteolitik iĢlenme aracılığıyla α-alt 

ünitesinden birleĢtirici peptidin uzaklaĢtırılmasını içermektedir (Kashe ve ark. 

1999; Sizmann ve ark. 1990, Chou ve ark. 2000).  

Periplazmik iĢlenmeyi birleĢtirici peptidin atılması izlemekte ve iki alt 

ünite (α, 24 kDa ve β, 63 kDa) olgun PA‟nın oluĢumu için hazır hale gelmektedir. 

α ve β alt ünitelerinden oluĢan olgun PA‟da her iki alt ünitenin de enzimatik 

aktivite için gerekli olduğu ispatlanmıĢtır (Bock ve ark. 1983). Bu çeĢit bir 

olgunlaĢma süreci viral proteinlerin ya da ökaryotik polipeptit hormonların 

oluĢumunda görülmekte olup; nadiren bakterilerde bulunmaktadır. Bununla 
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birlikte her bir iĢlenme adımı süresince gerekli olan enzimler ve bunların hücre 

içindeki yerleĢimi halen tam olarak tanımlanmamıĢtır. 

 

O

H
N

N

S

COOH

O

beta - laktamaz kesim bölgesi

Penisilin G asilaz kesim bölgesi

 

ġekil 2.16. Penisilin G molekülü üzerinde penisilin açilaz ve beta-laktamaz kesim bölgeleri 

 

PA, Ntn katlanması olarak bilinen iki anti-paralel β tabakasıyla dört 

katmanlı bir α+β yapısı içinde katalitik rezidü olarak (bu durumda, β-Serin1) 

aktivite gösteren N-terminal bir nükleofilden oluĢan N-terminal-nukleofil 

hidrolazlar ailesine aittir (Brannigan ve ark. 1995) (ġekil 2.16). PA‟nın kristal 

yapısı, enzimin dimerik, öncül ve substrat-bağlı formları için bilinmektedir 

(Duggleby ve ark. 1995; Done ve ark. 1998; Alkema ve ark. 2000; Hewitt ve ark. 

2000; McVey ve ark. 2001) 

 

 

 

ġekil 2.17. PA‟nın ikincil yapısal elementlerini, α-heliksler ve β-tabakalarını gösteren Ģekli. a) 

Olgun enzim (McVey, 2001). b) Öncül: A domain yeĢil, B domain mavi ve birleĢtirici 

peptit kırmızı renktedir. N-terminal nükleofilik serin rezidüsü sarı bir top olarak 

gösterilmiĢtir. 

Penisilin G‟nin β-laktam çekirdeğinin birincil amino grubu ile fenilasetik 

asidin (PAA) yan zincirinin karboksil grubu arasındaki amit bağını hidrolize eder. 
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ġekil 2.18. PA enziminin kristal yapısı (Hewitt ve ark. 2000). 

 

PA homologları bütün prokaryot krallığı içinde bulunmuĢtur                     

(Polderman-Tijmes, 2004). Escherichia coli, Kluyvera citrophila, Providencia 

rettgeri ve Alcaligenes faecalis gibi Gram negatif bakterilerin PA‟ları periplazmik 

alanda birikirken, Arthrobacter viscosus ve Bacillus megaterium gibi Gram pozitif 

bakterilerin PA‟ları salgılanmaktadır (Çizelge 2.4). Son dönemde, bir Bacillus sp. 

suĢundan hücre içi bir PA rapor edilmiĢtir (Rajendhran ve Gunasekaran 2004; 

Polderman-Tijmes 2004). 

 

Çizelge 2.4. Penisilin G açilazın mikrobiyal kaynakları (Rajendhran ve Gunasekaran 2004). 

 

Organizma Enzim yerlesimi 
Protein alt birimleri 

α (kDa) β (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 hücre dısı 24,3 61,4 

Bacillus megaterium hücre dısı 24,2 61,4 

Bacillus sp. hücre içi belirlenmedi 

 

PA‟nın ticari amaçla kullanılan iĢlev ve mekanizması geniĢ ölçüde 

anlaĢılmıĢ olmakla birlikte, PA‟nın in vivo iĢlevleri üzerine yeterli bilgi yoktur. 
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PA‟nın in vivo ekspresyonunun hem sıcaklık, hem de PAA tarafından 

düzenlendiği gözlenmiĢtir (McLanahan 2003). Bakterilerde, PA‟nın rolünün 

henüz açık olmamasına rağmen, enzimin serbest yaĢama evresindeki organizma 

tarafından bir karbon kaynağı olarak kullanılabilen PA üretimi için fenil 

asetilenmiĢ bileĢenlerin yıkımında rol aldığı ileri sürülmektedir (Rajendhran ve 

Gunasekaran 2004; Arroyo ve ark. 2003; McLanahan 2003). Ayrıca, Escherichia 

coli‟de pac geninin, yıkım yolağında iĢlevsel olan fenil asetillenmiĢ bileĢenleri 

sağlayan, (4-hidroksifenilasetik asit yıkım yolağı bileĢenlerini kodlayan) bir gen 

kümesinin yakınına yerleĢtiği gözönünde bulundurulmalıdır (Rajendhran ve 

Gunasekaran 2004). 

Escherichia coli PA‟sı gibi, diğer pek çok PA birbirinden farklı iki alt 

birimden oluĢmaktadır ve benzer moleküler ağırlıklara sahiptirler. Dizileri, PA 

dizisine %29 ila %83 benzerlik göstermektedir ve dizi hizalama çalıĢmalarına 

dayanarak, bütün bu enzimlerin N-terminal bir katalitik serine sahip oldukları ve 

PA için tarif edildiği gibi bir öncülden türevlendikleri sonucu çıkarılabilir. 

 

2.10.1. Penisilin açilazın kararlılığı 

 

Kararlı enzim elde etmek üzere genetik olmayan Ģu metotlar yaygın 

olarak kullanılmaktadır (Rajendhran ve Gunasekaran 2004).  

 

1. ArtmıĢ içsel kararlılıkta enzimler için mikroorganizmaların taranması  

2. Kararlılığı arttırabilen çeĢitli katkıların kullanımı  

3. Katı bir destek üzerine enzimlerin immobilizasyonu  

4. Enzimlerin kimyasal modifikasyonu  

 

Bütün bu metodlar sıcaklık, pH ve organik çözücülere karĢı kararlılığı 

arttırmak için baĢarılı Ģekilde uygulanmaktadır (Rajendhran ve Gunasekaran 

2004). 

PA‟ların sıcaklıkla denatürasyonu, sudaki konformasyonel 

hareketliliklerine bağlıdır. Hareketlilikleri, ulaĢılabilen serbest su miktarının 
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düĢmesiyle azalabilmektedir. Bu azalma, poliol bileĢenleri, polietilen glikolleri, 

bisimidoesterler, nötral tuzlar, albüminler, diğer proteinler, tiol indirgeyici ajanlar 

ve Ģeker poliolleri gibi stabilize edici ajanların eklenmesiyle baĢarılabilmektedir 

(Arroyo ve ark. 2003). Geri dönüĢümsüz enzim denatürasyonuna karĢı Ģeker, 

yüzey aktif maddeler (bir sıvının yüzey gerilimini azaltan madde), polioller ve 

tuzlar gibi katkılar etkinken, geri dönüĢümlü denatürasyon, en iyi immobilizasyon 

yöntemiyle durdurulmaktadır. Enzimlerin çapraz bağlanmıĢ ajanlar tarafından 

kimyasal modifikasyonu, protein moleküllerinin sıcaklıkla denatürasyona karĢı 

kararlılığını arttırmak için kullanıĢlı bir metottur (Rajendhran ve ark. 2004). 

 

2.11. 6-APA Sentezi 

 

6-APA‟nın geleneksel kimyasal sentezi, Gist-Brocades Ģirketinde 

1970‟lerde baĢlamıĢtır. Ancak bu sentez, zararlı kimyasallar ve çözücülerin 

kullanıldığı bir süreçle gerçekleĢmektedir. Bu yaklaĢım, penisilin G‟den yüksek 

miktarda 6-APA oluĢumunu sağlayan, PA hidroliz reaksiyonu ile yer değiĢtirene 

kadar 15–20 yıl süreyle kullanımda kalmıĢtır (Arroyo ve ark. 2003). 

Penisilin G açilazlarla kıyaslandıklarında penisilin V açilazlar, daha 

yüksek bir substrat konsantrasyonunda, daha fazla dönüĢümü baĢarmaktadırlar ve 

bu enzimlerin daha geniĢ optimal pH aralıklarında aktif olmaları, hidroliz 

süresince tamponlama gerekliliğini düĢürmektedir. Dünyada en yaygın Ģekilde 

kullanılan β-laktam antibiyotikleridir. Bu antibiyotiklerin gereğinden fazla 

kullanımı dirençli patojenlerin geliĢimine yol açmaktadır. Birçok 

mikroorganizmanın sahip olduğu doğal direnç mekanizmaları ya da mutasyon 

yoluyla kazanılan dayanıklılık nedeniyle penisilinler etkisiz kalabilmektedir. Öte 

yandan penisilin G midede kararlı değildir ve bu nedenle iğne yoluyla verilmesi 

gerekmektedir. Günümüzde, penisilin gibi antibiyotiklere karĢı kazanılan bu 

direnç probleminin üstesinden gelen tek yöntem; yeni yarı sentetik penisilinlerin 

kullanımıdır. Yarı sentetik penisilinler, penisilin V ve penisilin G‟ye göre; 

kararlılık, daha kolay emilim, daha az yan etki, azaltılmıĢ toksisite, patojenler 

karĢısında mükemmel seçicilik, geniĢ antimikrobiyal etki ve iyileĢtirilmiĢ 

farmakolojik özelliklere sahip olacak Ģekilde geliĢtirilebilir (Arroyo ve ark. 2000; 
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Parmar ve ark. 2000). Ancak, dünyada yapılan bütün 6-APA‟nın sadece %15‟i 

penisilin V‟den üretilmektedir. 6-APA‟nın dünya çapında yıllık 9000 ton 

civarındaki üretimi, penisilin G ve V üzerinden enzimatik olarak sağlanmaktadır 

(Arroyo ve ark. 2003). PA‟ların biyoteknolojik uygulamaları, β-laktam 

antibiyotikleri, küçük peptitler ve rasemik karıĢımlardan saf izomerlerin üretimi 

için geleneksel kimyasal prosedürlere ciddi bir alternatif olarak ortaya çıkmıĢtır 

(Arroyo ve ark. 2003). 

2.11.1. Penisilin Açilaz ile kataliz edilen β-laktam antibiyotiklerinin 

sentezi  

 

Yarı sentetik penisilinlerin ve sefalosporinlerin geniĢ ölçekli üretimi için 

biyoteknolojik iĢlemler, (ġekil 2.19), bir β-laktam nükleusuyla uygun D-amino 

asit türevinin penisilin açilazlar tarafından katalizlenen yoğunlaĢtırılması üzerine 

odaklanmıĢtır (Arroyo ve ark.2003). 
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ġekil.2.19. Bazı önemli β-laktam antibiyotiklerinin PA katalizli sentezi (Arroyo ve ark. 2003). 

 

Yarı sentetik penisilinler enfeksiyon hastalıklarının tedavisinde yoğun 

olarak kullanılan antibiyotiklerdir. Dolayısıyla bunların üretimi ve tüketimi için 

dünyada büyük bir pazar oluĢmuĢtur. Yarı sentetik penisilinler, antibakteriyel 

aktiviteden sorumlu β-laktam halkası içeren ve ana penisilin çekirdeği olarak 
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adlandırılan 6-APA‟ya amino grubundan farklı yan zincirler bağlanmasıyla elde 

edilirler. Bu nedenle yarı sentetik penisilinlerin üretiminde öncelikle 6-APA‟nın 

elde edilmesi zorunludur. 6-APA günümüzde değiĢik yollarla üretilir; penisilin G 

ya da penisilin V‟den kimyasal (organik sentez), fermantasyon ve enzimatik 

teknoloji ve özellikle 1960‟lı yıllardan beri enzim immobilizasyon ve biyoreaktör 

teknolojilerindeki geliĢmelerle birlikte 6-APA üretimi ağırlıklı olarak enzimatik 

teknolojilere bağlıdır. 

β-laktam antibiyotiklerinin enzimatik sentezi için en basit strateji, denge 

kontrolünün veya termodinamik olarak kontrol edilen sentezin kullanılmasıdır. Bu 

metot, düĢük pH değerlerinde, örneğin, substratın çoğunun ayrılmamıĢ formda 

bulunduğu koĢullarda, 6-APA, 7-ACA veya 7-ADCA gibi uygun bir nükleofilin 

serbest asitler tarafından doğrudan açilasyonunu içermektedir. Su-organik çözücü 

karıĢımları, β-laktam antibiyotiklerinin doğrudan sentezinde bir iyileĢtirme 

yaratmak üzere kullanılabilmektedir. Ek olarak, substratların ve ürünlerin pK 

değerleri arttırılabilmektedir, bu da asitlerin çözünmemiĢ formunun 

çözünürlüğünün arttırılmasıyla sonuçlanmaktadır. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1. Materyal 

 

3.1.1. Kullanılan kimyasallar 

 

Bu tez çalıĢmasında kullanılan 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 sülfat (APS), 4-aminoantipirin ve metakroilklorür Sigma (St Louis, 

USA) firmasından temin edilmiĢ ve metakroilklorür düĢük basınç altında 

damıtılarak polimerizasyon inhibitörlerinden arındırılmıĢtır. N, N'- Metilen 

bisakrilamit (MBAAm) Fluka, Chemica ve N, N, N', N'- Tetrametiletilendiamin 

(TEMED) Fluka, BioChemica firmalarından temin edilmiĢtir. 6-APA, Sodyum 

fosfat monohidrat, Sodyum fosfat dibazik BioXtra, ≥99.0% , Sodyum klorür 

BioXtra, ≥99.5%, Sodyum hidroksit BioXtra, ≥98% Sigma-Aldrich firmasından 

ve diğer çözelti hazırlamada kullanılan kimyasallar analitik saflıkta olup Sigma-

Aldrich firmasından temin edilmiĢtir. Kimyasallar kullanılıncaya kadar uygun 

koĢullarda muhafaza edilmiĢtir. 

 

3.1.2. Kullanılan cihazlar 

 

Monomer ve polimerlerin karakterizasyon çalıĢmalarında Shimadzu 8000 

model FTIR, JEOL- JEM 1220EX model (Tokyo, Japan) taramalı elektron 

mikroskobu (SEM), Quontachrome, Nova 2200e model spesifik yüzey alanı 

ölçüm cihazı (BET) ve ӒKTA, UPC-900, P 920 model FPLC cihazı 

kullanılmıĢtır. Çözeltilerin pH değerlerine WTW Series pH 730 Inolab- pH-

metresi ile bakılmıĢtır. Adsorpsiyon-desorpsiyon çalıĢmaları ve enzim aktivitesi 

ölçüm çalıĢmalarında ise Synergy H1 hydrid reader model spektrofotometre 

kullanılmıĢtır. 
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3.2. Yöntem 

 

3.2.1. Penisilin açilaz çapraz bağlı katalitik kriyojel kolon sentezi 

 

PA çapraz bağlı katalitik kriyojel kolon sentezinde Anadoluca metodu 

kullanılmıĢtır. Bu amaçla 25 µM rutenyum bağlı metakroil amido tirozin ve 300 U 

PA çözeltisi 2 saat süreyle azot atmosferi altında karıĢtırılmıĢtır. Bu süre 

içerisinde 1 mL deiyonize suda çözünmüĢ 56 mg MBAAm ve 740 μL deiyonize 

su ile karıĢtırılmıĢ 260 μL HEMA monomeri hazırlanarak, monomer çapraz 

bağlayıcı karıĢımı oluĢturmak üzere üç çözelti birleĢtirilmiĢtir. Polimerizasyonun 

baĢlaması için 1 mL su içerisinde çözünmüĢ 4 mg APS ve 5 μL TEMED alt ucu 

parafinle kapatılmıĢ olan 5 mL‟lik 0.8 cm çaplı enjektöre doldurulmuĢ monomer 

çapraz bağlayıcı karıĢımına eklenmiĢ ve önce 2 saat süreyle -12 
o
C‟de daha sonra 

da 16 saat süreyle -20 
o
C‟de dondurulmuĢtur. Reaksiyona girmeyen bileĢenlerin 

uzaklaĢtırılması amacıyla hazırlanan kriyojel sırasıyla % 75‟lik, % 50‟lik ve 

%25‟lik 5 mL etanol çözeltisiyle daha sonra 10 mL deiyonize suyla yıkanmıĢ ve 

kullanılıncaya kadar -20
o
C de muhazafa edilmiĢtir. 

 

3.3. Karakterizasyon çalıĢmaları 

 

3.3.1. ġiĢme Testi 

 

PA çapraz bağlı katalitik kriyojel kolonun ve boĢ poli(HEMA) kriyojel 

kolonun denge ĢiĢme oranının belirlenmesi iĢlemi için; kuru kriyojel ± 0.0001 

duyarlıkla tartılmıĢ ve 50 mL saf su içeren kaba konulmuĢtur. Daha sonra kriyojel 

kolonlar belirli sürelerde sudan alınmıĢ, süzgeç kâğıdı yardımı ile yüzeydeki su 

uzaklaĢtırılarak tartılmıĢtır. Kaydedilen kuru ve ıslak ağırlıklar kriyojel kolonların 

ĢiĢme oranlarının hesaplanmasında kullanılmıĢtır. Kolonların ĢiĢme oranları 

aĢağdaki eĢitlik yardımıyla hesaplanmıĢtır. 

 

ġiĢme oranı (%) = [(Ws-W0)/W0] x 100                                                             (3.1) 
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Bu eĢitlikte; W0: Kriyojellerin ĢiĢmeden önceki ağırlığı  

Ws: Kriyojellerin ĢiĢmeden sonraki ağırlıklarını ifade etmektedir. 

 

3.3.2. FTIR analizi 

 

PA çapraz bağlı katalitik kriyojel kolon ve poli(HEMA) kriyojel kolon 

oda sıcaklığında kurutularak FTIR spektrumu alınması için ATR modu 

kullanılmıĢtır. 

 

3.3.3. BET yöntemiyle yüzey alanı analizi 

 

PA çapraz bağlı katalitik kriyojel ve poli(HEMA) kriyojelden birer gram 

tartılarak BET yöntemiyle yüzey analizi yapan cihaza yerleĢtirilmiĢtir. Sıvı azot 

ile muamele edilerek ilk önce kriyojellerin gözeneklerinde bulunabilecek su 

uzaklaĢtırılmıĢ ve yapının fiksasyonu yapılmıĢtır. Cihazda 50 noktaya göre analiz 

yapılarak kriyojellerin 1 gramının yüzey alanı bulunmuĢtur. 

 

3.3.4. Yüzey morfolojisi analizi 

 

PA çapraz bağlı katalitik kriyojel kolonun ve poli(HEMA) kriyojel 

kolonun yüzey morfolojisi SEM kullanılarak belirlenmiĢtir. Kriyojellerden alınan 

numuneler analiz edilmeden önce oda sıcaklığında kurutulmuĢtur. Kuru 

kriyojeller örnek haznesine yerleĢtirilmiĢ ve yerleĢtirildikten sonra vakum altında 

yaklaĢık 100 Å kalınlığında altın ile kaplanmıĢ ve sonra SEM ile görüntüleri 

alınmıĢtır. 

 

3.3.5. SıkıĢtırma testi 

 

PA çapraz bağlı katalitik kriyojel kolon ve poli(HEMA) kriyojel kolon 

etüv yardımıyla kurutulmıĢtur. KurutulmuĢ kriyojel tartılmıĢtır. Daha sonra 
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kolonlar enjektöre alınarak doyuruluncaya kadar su ilave edilmiĢtir. Kriyojellerin 

gram baĢına tuttuğu su miktarı hesaplanmıĢtır. 

 

3.4. PA Çapraz Bağlı Kriyojelin ve Ticari PA’nın Aktivite Ġncelemeleri 

 

3.4.1. PA Çapraz Bağlı Kriyojelinin hazırlanması için farklı U 

değerlerinde PA denenmesi  

 

200 U-1000 U arasında PA alınarak 5 mL lik PA çapraz bağlı katalitik 

kriyojel kolonlar hazırlanıĢtır. Daha önceden hazırlanan pH 7,2 lik 10 mM fosfat 

tamponu içinde 250 μM NIPAB substrat olarak kullanılmıĢ ve kriyojel kolona 

adsoplanan penisilin açilaz ile 30 
0
C‟de etkileĢtirilmiĢtir. Sonuçta ürün olarak 

oluĢan 6-nitro-3- aminobenzoik asit miktarındaki zamana bağlı değiĢimin 405 

nm‟de spektrofotometrik olarak tayiniyle penisilin açilaz aktivitesi hesaplanmıĢtır.  

 

3.4.2. Optimal sıcaklığın belirlenmesi 

 

PA çapraz bağlı katalitik kriyojel kolonun ve ticari PA‟nın optimal 

reaksiyon sıcaklığını belirlemek üzere; 10, 20, 30, 40, 50, 60 ve 70 °C‟de standart 

aktivite testleri yapılmıĢtır. pH 7.2‟de 10 mM fosfat tamponu içinde 250 μM 

NIPAB çözülerek substrat olarak kullanılmıĢ ve katalitik kriyojel kolonda bulunan 

300 U PA ve 300 U ticari PA ile hazırlanan çözelti yukarıdaki sıcaklık 

değerleriyle 60 dk boyunca etkileĢtirilmiĢtir. Sonuçta 6-nitro-3-aminobenzoik asit 

miktarındaki zamana bağlı değiĢimin 405 nm‟de spektrofotometrik tayiniyle PA 

aktivitesi hesaplanmıĢtır. Optimal sıcaklık değeri belirlenmiĢtir. 

 

3.4.3. Optimum pH’ın belirlenmesi 

 

PA çapraz bağlı katalitik kriyojel kolonun ve ticari PA‟nın optimal 

reaksiyon pH‟ını belirlemek üzere yapılan çalıĢmada pH‟ları 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 

7.0, 7.2, 8.0, 9.0, 10.0 olan tampon çözeltiler hazırlanmıĢtır. 250 μM NIPAB 
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substrat olarak kullanılmıĢtır. PA çapraz bağlı katalitik kriyojel kolon ve ticari PA 

ile 30
0
C‟deetkileĢtirilmiĢtir. OluĢan ürün 6-nitro-3-aminobenzoik asit 

miktarındaki zamana bağlı değiĢimin 405 nm‟de spektrofotometrik olarak 

ölçülmesiyle PA aktivitesi hesaplanmıĢtır. Farklı pH aralıklarında çalıĢması için 

farklı pH‟larda tamponlar hazırlanmıĢtır. Bu tampon çözeltilerin hazırlanma 

prosedürleri aĢağıda verilmiĢtir; 

Glisin-HCl tampon: 0.2 M glisin ve 0.2 M HCl stok çözeltileri hazırlanmıĢtı. 0.2 

M glisin çözeltisinden 12.5 mL alınıp üzerine istenilen pH‟ya göre yeterli 

miktarda 0.2 M HCl eklenerek H2O ile 50 mL‟e tamamlanmıĢtır. Glisin-HCl 

tamponu pH 2.0 - 4.0 aralığında hazırlanmıĢtır. 

Asetat tampon: 0.2 M asetik asit ve 0.2 M sodyum asetat stok çözeltileri 

hazırlanmıĢtır. Daha sonra bu stok çözeltilerden 50 mM asetik asit ve 50 mM 

sodyum asetat çözeltileri hazırlanmıĢtır. Bu iki çözelti birbiriyle uygun oranlarda 

karıĢtırılarak, pH 4.0 - 5.5 aralığında tampon çözeltiler hazırlanmıĢtır. 

Potasyum fosfat tamponu: 1 M KH2PO4 ve 1 M K2HPO4 stok çözeltileri 

hazırlanmıĢtır. Bu stok çözeltilerden 50 mM KH2PO4 ile 50 mM K2HPO4 

hazırlanıp, pH 6.0-9.0 aralığında istenen pH değerini verecek Ģekilde birbiriyle 

karıĢtırılmıĢtır. 

Karbonat-bikarbonat tamponu: 0.2 M sodyum karbonat ve 0.2 M sodyum 

bikarbonat stok çözeltileri hazırlanmıĢtır. Daha sonra bu çözeltilerden hazırlanan 

50 mM sodyum karbonat ve 50 mM sodyum bikarbonat çözeltileri birbiriyle 

uygun oranlarda karĢtırılarak pH 9.0 - 11.0 aralığında tampon çözeltiler elde 

edilmiĢtir. 

 

3.4.4. Enzim aktifligine substrat deriĢiminin etkisi 

 

PA çapraz bağlı katalitik kriyojel kolonun enzimlerin aktifliğine substrat 

deriĢiminin etkisinin incelenmiĢtir.  Km ve Vmak sabitlerinin hesaplanması için 

de Ģu yol izlenmiĢtir. 

 

E + S ↔ ES → E + Ü                                                                                         (3.2) 
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Bu eĢitlikte: 

E:enzim,  

S:substrat,  

ES: enzim-substrat kompleksi,  

Ü:ürünü tepkime hız sabitlerini göstermektedir. 

 

Yukarıdaki enzim tepkimesi için reaksiyon hızı Michaelis-Menten 

EĢitliği ile verilir. EĢitlik (3.3) 

 

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

 

EĢitlikte; V, reaksiyon hızını, S, substrat deriĢimini, Vmak, maksimum 

reaksiyon hızını, Km, ise Michaelis-Menten sabitini göstermektedir. 

Michaelis-Menten EĢitliğinin düzenlenmesi ile Lineweaver-Burk EĢitliği 

elde edilir. EĢitlik (3.4) 

  

1/V = Km/Vmax  1/([S]) + 1/Vmax                                                            (3.4) 

 

Bu eĢitliğe göre; 1/V, 1/[S]‟e karĢı grafiğe geçirildiğinde yeni bir doğru 

elde edilir. Bu doğrunun eğiminden Km/Vmak değeri ve y-eksenini kestiği 

noktadan ise 1/Vmak değeri hesaplanmıĢtır. 

 

3.4.5. Depolama kararlılığı 

 

Enzim immobilizasyonunda önemli parametrelerden biri de enzimin 

depolama karalılığıdır. PA çapraz bağlı katalitik kriyojel kolon ve ticari PA −20 

o
C‟de depolanarak 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150‟nci günlerde aktivite 

ölçümleri alınarak depolama kararlılıkları belirlenmiĢtir. 
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3.4.6. Tekrar kullanılabilirlik  

 

Enzimlerin immobilizasyonunda önemli parametrelerden biri de enzimin 

tekrar kullanım sayısıdır. Serbest enzim sadece bir kez kullanılabilir, ancak PA 

çapraz bağlı katalitik kriyojel kolon defalarca kullanılabilmektedir. Bu çalıĢmada 

PA çapraz bağlı katalitik kriyojel kolonunu tekrar kullanım sayısını incelemek 

amacıyla aynı katalitik kriyojel kullanılarak aktiflik tayini deneyleri yapılmıĢtır. 

 

3.5. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

 

Hem serbest PA‟nın hem de PA çapraz bağlı katalitik kriyollerin 

aktiviteleri, Nitro-3-fenilasetamidobenzoik asit yöntemi ile belirlenmiĢtir 

(Kutzbach ve Rauenbnsch 1973). Bu prosedüre göre, pH 7,2 10 mM fosfat 

tamponu ile hazırlanmıĢ 250 μM (NIPAB) çözeltisi substrat olarak kullanılmıĢtır. 

Enzim aktivitesi belirlenmek istenen PA hazırlanan substrat çözeltisi ile 30 
o
C‟de 

etkileĢtirilmiĢtir. OluĢan ürün 6-nitro-3-aminobenzoik asit miktarındaki zamana 

bağlı artıĢın 405 nm‟de spektrofotometrik olarak tayiniyle PA aktivitesi 

hesaplanmıĢtır. Bir enzim aktivitesi (U) dakikada 1 μmol 6-nitro-3-aminobenzoik 

asit oluĢumunu katalizleyen enzim miktarı olarak tanımlanmıĢtır. Enzim aktivitesi 

ise aĢağıdaki eĢitliğe göre hesaplanmıĢtır. 

 

Enzim Aktivitesi  
U

mL
 = ΔAbs/ΔTxVx4.49                                                     (3.5) 

 

Bu eĢitlikte;  

 

ΔAbs: Absorbanstaki değiĢimi 

ΔT: EtkileĢim süresini 

V: Substrat çözeltisinin hacmini ifade etmektedir. 
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3.6. Mikrobiyal Kaynaktan PA SaflaĢtırılması, PA Çapraz Bağlı Katalitik 

Kriyojel Sentezi ve 6-APA üretimi 

 

3.6.1. Mikrobiyal Kaynaktan PA SaflaĢtırılması 

 

Penicillium chrysogenum 807 Amerika BirleĢik Devletleri Tarımsal 

AraĢtırma Merkezi‟nden temin edilmiĢtir Poli(HEMA-co-MAAP kriyojel, 

metakroil amidoantipirin tutturulmuĢ 2-hidroksi etil metakrilat (HEMA) tabanlı 

süper makro gözenekli kriyojeller serbest radikal karyokopolimerizasyonu 

yöntemiyle sentezlenmiĢtir. Poli(HEMA-co-MAAP FPLC‟de kolon materyali 

olarak kullanılmıĢtır. Hazırlanan ham ekstraktlar FPLC kolonuna verilmiĢtir. 

Desorpsiyon ajanı olarak 1 M NaOH kullanılmıĢtır. Desorpsiyon ajanı ile birlikte 

gelen pik toplanmıĢ ve saflaĢtırma gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu saflaĢtırma iĢlemi 

(AkkuĢ 2012)‟ de verilmiĢtir. 

 

3.6.2. Mikrobiyal Kaynaktan SaflaĢtırılmıĢ PA Çapraz Bağlı Katalitik 

Kriyojel Sentezi 

 

Mikrobiyal kaynaktan saflaĢtırılan PA‟dan örnek alınarak 3.2.1.„de 

anlatılan PA çapraz bağlı katalitik kriyojel sentezlenmiĢtir. Bu amaçla 25 µM 

rutenyum bağlı metakroil amido tirozin ve 10 µg mikrobiyal kaynaktan 

saflaĢtırılan PA çözeltisi 2 saat süreyle azot atmosferi altında karıĢtırılmıĢtır. Bu 

süre içerisinde 1 mL deiyonize suda çözünmüĢ 56 mg MBAAm ve 740 μL 

deiyonize su ile karıĢtırılmıĢ 260 μL HEMA monomeri hazırlanarak, monomer 

çapraz bağlayıcı karıĢımı oluĢturmak üzere üç çözelti birleĢtirilmiĢtir. 

Polimerizasyonun baĢlaması için 1 mL su içerisinde çözünmüĢ 4 mg APS ve 5 μL 

TEMED alt ucu parafinle kapatılmıĢ olan 5 mL‟lik 0.8 cm çaplı enjektöre 

doldurulmuĢ monomer çapraz bağlayıcı karıĢımı eklenmiĢ ve önce 2 saat süreyle -

12 
o
C‟de daha sonra da 16 saat süreyle -20 

o
C‟de dondurulmuĢtur. Reaksiyona 

girmeyen bileĢenlerin uzaklaĢtırılması amacıyla hazırlanan kriyojel sırasıyla % 

75‟ lik, % 50‟ lik ve % 25‟ lik 5 mL etanol çözeltisiyle daha sonra 10 mL 

deiyonize suyla yıkanmıĢ ve kullanılıncaya kadar -20 
o
C de muhazafa edilmiĢtir. 
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3.7. Mikrobiyal Kaynaktan SaflaĢtırılan PA Çapraz Bağlı Katalitik 

Kriyojelin 6-APA Üretim Performansının Değerlendirilmesi 

 

Mikrobiyal kaynaktan saflaĢtırılan PA kullanılarak hazırlanan katalitik 

kriyojelin 6-APA üretim performansı p-Dimetilaminobenzaldehit (PDAB) 

yöntemi ile belirlenmiĢtir (Balasingham ve ark. 1972). Bu prosedüre göre pH 7,2 

50 mM fosfat tamponu kullanılarak 15 mM Pen G çözeltisi hazırlanmıĢtır. 

Hazırlanan katalitik kriyojel ile bu çözeltinin 10 mL‟si kolonda 30 °C‟de 1 saat 

devirdaim edilerek etkileĢtirilmiĢtir. EtkileĢim sonrasında alınan 500 µL örnek 

üzerine, 3 mL sodyum asetat tamponu eklenip, reaksiyon durdurulmuĢtur. OluĢan 

6-APA miktarına göre değiĢen sarı renk oluĢumu gözlenmiĢtir. Örneklerin 415 nm 

dalga boyunda spektrofotometrik ölçümleri okunarak hazırlanan 6-APA 

kalibrasyon grafiğinden üretilen 6-APA miktarları belirlenmiĢtir 

 

3.7.1. 6-APA kalibrasyon grafiğinin hazırlanması 

 

6-APA stok çözeltisi, pH 7,2 10 mM potasyum fosfat tamponunda 6-

APA, 1 mgmL
-1

 olacak Ģekilde hazırlanmıĢtır. % 0.5‟lik PDAB çözeltisi 

deiyonize su kullanılarak hazırlanmıĢtır. 6-APA stok çözeltisinden 50, 100, 150, 

200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 μL çözelti alınarak toplam hacim distile su ile 

500 μL‟ye tamamlanmıĢtır. Her bir tüpe 1,5 mL hazırlanan asetat tampon 

eklenmiĢtir. Daha sonra örneklerin üzerine 0,05 mL PDAB eklenerek 415 nm 

dalga boyunda spektrofotometrik olarak ölçümleri yapılmıĢtır. Ġki setin 

değerlerinin ortalaması alınarak kalibrasyon eğrisi çizilmiĢ ve eğrinin eğimi 

hesaplanmıĢtır. Elde edilen eğim değeri oluĢan 6-APA‟nın hesaplanmasında 

kullanılmıĢtır. 

PA aktivitesi aĢağıdaki formülle hesaplanmıĢtır; 

Aktivite =
A 415 

Eğim×Enzim  Hacmi (mL )
×

1000 /MA (6−APA )

Reaksiyon  Zaman ı (dk )
× Reaksiyon Hacmi  (3.6) 

Reaksiyon Süresi: 60 dakika 

MA (6-APA): 216,3 gmol
-1 
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4. BULGULAR 

4.1. Penisilin Açilaz Çapraz Bağlı Katalitik Kriyojel Kolon Materyalinin ve 

poli(HEMA) Kriyojel Kolonun Karakterizasyonu 

 

4.1.1.Yüzey morfolojisi 

 

PA çapraz bağlı katalitik kriyojel kolon (ġekil 4.1) ve poli(HEMA) 

kriyojel kolon (ġekil 4.2) materyallerinin yüzey morfolojisi SEM kullanılarak 

incelenmiĢtir. ġekil 4.2‟de görüldüğü gibi sentezlenen kriyojellerin gözenek 

boyutu enzim immobilizasyonuna imkan verecek kadar büyüktür ve heterojen bir 

gözenek dağılımına sahiptir. ġekilden de anlaĢılacağı gibi PA çapraz bağlı 

katalitik kriyojel kolon materyalinin heterojenliği artmıĢtır. GeniĢ akıĢ kanallarına 

ve süpermakro gözeneklere sahiptir. Kriyojeller, opak, süngerimsi ve elastiktir. 

 

 

 

ġekil 4.1. BoĢ poli(HEMA) kriyojel kolonun SEM görüntüsü 
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ġekil 4.2. PA çapraz bağlı katalitik kriyojel kolonun SEM görüntüsü 

 

4.1.2. Yüzey alanı ölçümü 

 

PA çapraz bağlı katalitik kriyojel kolon ve boĢ poli(HEMA) kriyojel 

kolon materyallerinin spesifik yüzey alanı BET yöntemiyle ölçülmüĢtür. PA 

çapraz bağlı katalitik kriyojel kolonun spesifik yüzey alanı 1455,446 m
2
g

-1
 olarak 

bulunmuĢtur. Ayrıca boĢ poli(HEMA) kriyojel kolon materyallerinin spesifik 

yüzey alanı 1790.913 m
2
g

-1
 bulunmuĢtur. BoĢ poli(HEMA) kriyojel kolona PA 

çapraz bağlandığı için yüzey alanı küçülmüĢtür. 

 

4.1.3. ġiĢme testi 

 

PA çapraz bağlı katalitik kriyojel kolon polimerik yapıda, büyük gözenek 

boyutuna sahip, çapraz bağlı, hidrofilik bir matrikstir. Bu çalıĢmada çapraz 

bağlanan PA kriyojelin denge ĢiĢme oranı % 583,41 olarak bulunmuĢtur. ġiĢme 

testi çalıĢmasında 72 saat boyunca kriyojel örneği su dolu beherde tutulmuĢtur ve 

belli aralıklarla ağırlık ölçümü yapılmıĢ ve % ĢiĢme oranı hesaplanmıĢtır. 

(ġekil4.3) 

. 
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ġekil 4.3. 72 saat boyunca PA çapraz bağlı katalitik kriyojel kolonun su tutma kapasitesi grafiği 

 

ġekil 4.3‟te görüldüğü gibi zamanla PA çapraz bağlı katalitik kriyojel 

kolonun su tutma kapasitesi belli süreye kadar hızla artmıĢtır daha sonra sabite 

yakınlaĢmıĢtır.  

 

 

 

ġekil 4.4. % ĢiĢme kapasitesi grafiği 

 

% ġiĢme kapasitesi hesaplanırken PA çapraz bağlı katalitik kriyojel kolonun 

su tutma kapasitesinden elde edilen veriler kullanılmıĢtır. ġekil 4.4.‟te gösterildiği 

gibi 8. dakikaya kadar % ĢiĢme kapasitesini arttığı daha sonra % ĢiĢme 

kapasitesinin dengeye ulaĢtığı görülmüĢtür. 
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4.1.4. FTIR analizleri 

 

Kriyojelin karakteristik pikleri olan 1656 cm
-1

 (karbonil bandı), 1600 cm
1 

(N-H bandı eğilmesi; akrilamitteki karakteristik – CO-NH2 grubuna ait pik), 3185 

cm
-1

 (N-H gerilmesi), 1450 cm
-1

 (C-H eğilme bandı) pikler görülmektedir. (ġekil 

4.5) 

 

 

 

ġekil 4.5. BoĢ poli (HEMA)‟nın FTIR spektrumu 

 

 

 

ġekil 4.6. PA çapraz bağlı kriyojelin kolonun FTIR spekturumu 
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Kriyojelerin FTIR spektrumları ATR modunda alınmıĢtır. Elde edilen pikler 

ġekil 4.6‟da görülmektedir. Poli(HEMA) kriyojellere ait olan spektrumda; 3400 

cm
-1

 civarında geniĢ -OH titreĢimleri, 3000 cm
-1

‟de N-H bandı, 2400 cm
-1

‟de C-H 

gerilmesine ait pik, 1700 cm
-1

‟de C=O piki, 1190-1280 cm
-1

‟de C-O pikleri 

görülmektedir. ġekilden de anlaĢılacağı gibi 650-800 nm aralığında PA çapraz 

bağlı kriyojelin kolonun spektrumunda titreĢim bandları görülmektedir. Bu 

sonuçlar, PA‟nın poli(HEMA) kriyojellere baĢarıyla immobilize edildiğini 

göstermektedir. 

 

4.1.5. SıkıĢtırma testi 

 

1 gr kriyojelin su tutma kapasitesi hesaplanmıĢtır. 1 g kriyojel örneğinin 

4,831 g su tuttuğu bulunmuĢtur. Kriyojeller hidrofilik karekterdedir. Reaksiyonlar 

sulu ortamlarda meydana geldiğinden su tutma kapasitesi önemlidir. 

 

4.2. PA Çapraz Bağlı Kriyojelin ve Serbest PA’nın Aktivite Ġncelemeleri 

 

4.2.1. Penisilin Açilaz deriĢimi ile tepkime hızının değiĢimi 

 

Aktiflik yani tepkime hızının PA deriĢimi ile doğrusal olarak değiĢtiği 

görülmüĢtür. ġekil 4.7‟de en uygun 300 U PA çapraz bağlı katalitik kriyojel kolon 

seçilerek diğer çalıĢmalarda kullanılmıĢtır. 300 U PA enzimin az olmasına rağmen 

iyi aktivite göstermesinden ve PA‟nın pahalı olmasından dolayı seçilmiĢtir. PA 

ġekil 4.8‟de 300 U PA çapraz bağlı katalitik kriyojel kolonun maksimum 

aktivititeyi gösterdiği zaman aralığını bulmak için 20-130 dk‟ ları arasında belli 

sürelerde aktivite ölçümleri yapılmıĢtır. 
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ġekil 4.7. Farklı PA deriĢimlerine karĢı enzim aktivitesi grafiği 

 

300 U PA çapraz bağlı katalitik kriyojel kolonun maksimum aktiviteyi 60 

dk.‟da gösterdiği gözlenmiĢtir. Diğer çalıĢmalarda reaksiyon süresi 60 dk olarak 

belirlenmiĢ ve kullanılmıĢtır. (ġekil 4.8.) 

 

 

 

ġekil 4.8. 300 U PA çapraz bağlı katalitik kriyojel kolon aktivitesinin zamanladeğiĢim grafiği 
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4.2.2. Optimal reaksiyon sıcaklığının belirlenmesi 

 

PA çapraz bağlı kriyojelin ve serbest PA‟nın aktivitesi üzerine sıcaklığın 

etkisini incelemek amacıyla sıcaklığa karĢı aktivite grafiğe geçirilmiĢtir (ġekil 

4.9). 

PA‟nın optimal reaksiyon sıcaklığını belirlemek üzere; 10, 20, 30, 40, 50, 

60 ve 70 °C‟de standart aktivite testleri yapılmıĢtır. pH 7.2‟de 10 mM fosfat 

tamponu içinde 250 μM NIPAB substrat olarak kullanılmıĢ ve kriyojel kolonda 

bulunan PA ile hazırlanan çözelti yukarıdaki sıcaklık değerlerinde 60 dk boyunca 

etkileĢtirilmiĢtir. Sonuçta ürün olarak oluĢan 6-nitro-3-aminobenzoik asit 

miktarındaki zamana bağlı değiĢimin 405 nm‟de spektrofotometrik olarak 

tayiniyle PA aktivitesi hesaplanmıĢtır. Standart aktivite testi yapılarak, optimal 

sıcaklık değeri belirlenmiĢtir. Belirlenen optimal reaksiyon sıcaklığı 30 °C, 

bundan sonra yapılan tüm aktivite testlerinde kullanılmıĢtır. 

 

 

 

ġekil 4.9. PA çapraz bağlı kriyojelin ve serbest PA‟nın enzim aktivitesinin sıcaklık ile değiĢimi 

grafiği 

 

ġekil 4.9 daki grafikte görüldüğü gibi çapraz bağlı PA‟nın aktivitesi 

farklı sıcaklık değerlerinde daha yüksek çıkmıĢtır. Ġmmobilizasyon iĢlemi ile 

enzim sıcaklığa daha dayanıklı hale getirildiği görülmüĢür. Optimimal sıcaklıktaki 

enzim aktivitesindeki artıĢ, çapraz bağlı enzim moleküllerinin konformasyonel 
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esnekliğinin azalması ve dolayısıyla enzim molekülünün görevini yapıp substrata 

bağlanmak için uygun bir konformasyona gelmesi ve yeniden düzenlenmesi için 

daha yüksek bir sıcaklık gerektirmesinden dolayıdır. Enzim katalitik aktifliğini 

gösterebilmek için daha büyük aktifleĢme enerjisine sahip olmalıdır (Arıcı 1998). 

 

4.2.3. Optimal pH’ın belirlenmesi  

 

PA çapraz bağlı kriyojelin ve serbest PA‟nın aktivitesi üzerine pH‟ın 

etkisini incelemek amacıyla 300 U PA çapraz bağlı katalitik kriyojel kullanılmıĢtır 

ve 30 
o
C de 1 saat etkileĢtirilmiĢtir. Bu iĢlem sonucunda oluĢan 6-APA‟nın 

spetrofotometrik ölçümleri kaydedilmiĢ ve bu değerlerden hesaplanan % bağıl 

aktiflik değerleri pH‟ a karĢı grafiğe geçirilmiĢtir (ġekil 4.10)  

Penisilin açilazın optimal reaksiyon pH‟ını belirlemek üzere yapılan 

çalıĢmada pH‟ları 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 olan tamponu içinde 

250 μM NIPAB substrat olarak kullanılmıĢ ve kriyojel kolonda bulunan penisilin 

açilaz ile etkileĢtirilmiĢtir. Sonuçta ürün olarak oluĢan 6-nitro-3-aminobenzoik 

asit miktarındaki zamana bağlı değiĢimin 405 nm‟ de spektrofotometrik olarak 

tayiniyle penisilin açilaz aktivitesi hesaplanmıĢtır.  

Serbest enzim ve PA çapraz bağlı kriyojel maksimum aktiviteyi pH 7.2 

göstermiĢtir. Bundan sonra yapılan tüm aktivite testlerinde pH 7.2 kullanılmıĢtır. 

 

 

 

ġekil 4.10. PA çapraz bağlı kriyojelin ve serbest PA için enzim aktivitesinin pH ile değiĢimi 

grafiği 
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Çapraz bağlı enzimlerin pH aralığının serbest enzimden daha geniĢ 

olması immobilizasyonun enzim aktivitesini daha geniĢ pH alanında koruduğunun 

ve immobilize enzimlerin daha yüksek pH‟da bile aktif olduğunun bir 

göstergesidir. Enzimler, elektrolit karakterli olduklarından, enzim aktifligi pH ile 

değiĢme gösterir (Michael 1980). Enzim, substrat ve koenzim moleküllerinde 

asidik ve bazik grupların varlığı pH değiĢimi ile enzim-substrat (ES) 

kompleksinin kararlılığını etkiler. Kararlı ES kompleksi oluĢtuğunda tepkime hızı 

maksimumdur. Böylece enzimler için tepkime hızının maksimum olduğu optimal 

pH değerleri belirlenir. Genellikle PA enzimlerin optimal pH değerleri 3-10 

arasındadır. Çok asidik veya çok bazik ortamlarda enzimler denatüre olacağından 

reaksiyon hızı tersinmez olarak azalır ve sıfıra kadar düĢebilir (Adhami 2002).  

Ġmmobilize enzimlerin pH aralığının serbest enzimden daha geniĢ olması 

immobilizasyonun enzim aktivitesini daha geniĢ pH alanında koruduğunun ve 

immobilize enzimlerin daha yüksek pH‟da bile aktif olduğunun bir göstergesidir 

(Arıca 1998). 

 

4.2.4. Enzim aktifliğine substrat deriĢiminin etkisi 

 

PA çapraz bağlı kriyojelin ve serbest PA‟nın aktifliğine substrat 

deriĢiminin etkisinin incelenmesi için deneyler yapılmıĢtır. EĢitliğinin 

düzenlenmesi ile Lineweaver-Burk EĢitliği elde edilmiĢtir.(ġekil 4.11) ve (ġekil 

4.12) Bu eĢitliğe göre; 1/V, 1/[S]‟e karĢı grafiğe geçirildiğinde yeni bir doğru elde 

edilir. Bu doğrunun eğiminden Km/Vmak değeri ve y-eksenini kestiği noktadan 

ise 1/Vmak değeri hesaplanmıĢtır. (Çizelge 4.1) 
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ġekil 4.11. PA çapraz bağlı kriyojel için Lineweaver-Burk grafiği 

 

 

ġekil 4.12. Serbest PA enziminin Lineweaver-Burk grafiği 

 

Çizelge 4.1. PA nın Km ve Vmax değerleri 

 

enzim Km (µM) Vmak (µM.dak
-1
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 6,78x10
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değiĢiklikler ve substratın immobilize enzimin aktif bölgelerine daha zor 

ulaĢabilmesi de bu farklılığa neden olmaktadır (Arıca 1994). Km sabiti enzimin 

substrata olan ilgisinin bir ölçüsüdür. Deney sonuçlarında enzim immobilize 

edildiğinde Km değerinin arttığı yani enzimin substrata olan ilgisinin azaldığı 

görülmektedir. 

 

4.2.5. Serbest ve çapraz bağlı PA kriyojel kolonun depolama 

kararlılığı 

 

Enzimin çapraz bağlanmasındaki en önemli parametrelerden biri de 

immobilize enzimin depolama karalılığıdır. Serbest ve çapraz bağlı PA, sodyum 

azid çözeltisi içinde, -20 
o
C de depolanarak kararlılıkları belirlenmiĢtir. Depolama 

kararlılıklarının, depolama süresi ile değiĢimi ġekil 4.13‟te gösterilmiĢtir. 

 

 

 

ġekil 4. 13. Serbest ve çapraz bağlı PA kriyojelin % bağıl aktifliklerinin depolama süresi ile 

değiĢimi 

 

Serbest enzimle yapılan 90 günlük çalıĢma sonunda serbest enzimin 

baĢlangıç aktivitesinin % 42 sini koruduğu gözlenmiĢtir. PA çapraz bağlı kriyojel 

kolonun ise 150 günün sonunda aktivitesinin % 80‟ nini koruduğu gözlenmiĢtir. 

Aynı depolama Ģartları altında, PA çapraz bağlı kriyojel kolonun serbest PA‟dan 

çok daha yavaĢ aktivitesini kaybettiği gözlenmiĢtir. Bu da immobilizasyonun 

enzimi daha kararlı hale getirdiğini gösterir. 
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4.2.6. PA çapraz bağlı kriyojel kolonunun tekrar kullanım sayıları 

 

Enzimlerin çapraz bağlanmasının en önemli parametrelerden biri de 

tekrar kullanım sayısıdır (ġekil 4.14). Serbest enzim sadece bir kez kullanılabilir 

ancak PA çapraz bağlı kriyojel kolon defalarca kullanılabilmektedir.  

 

 

 

ġekil 4.14. PA çapraz bağlı katalitik kriyojel kolonun yüzde bağıl aktifliklerinin tekrar kullanım 

sayıları ile değiĢimi 

 

PA çapraz bağlı kriyojel kolonun 16 defa tekrar kullanımı sonunda 

baĢlangıç aktivitesinin yaklaĢık %26‟sını kaybetmiĢtir. Tekrar kullanım sayısının 

fazla olması 6-APA üretim maliyetini azaltacak önemli bir parametredir.  
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4.3. Mikrobiyal Kaynaktan PA SaflaĢtırılması, PA Çapraz Bağlı 

Katalitik Kriyojel Sentezi ve 6-APA üretimi 

 

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

eldesi 

 

Poli(HEMA-co-MAAP) kriyojel FPLC‟de kolon materyali olarak 

kullanılmıĢtır. Hazırlanan ham ekstraktlar FPLC kolonuna verilmiĢtir. 

Desorpsiyon ajanı olarak kulanılan 1 M NaOH ile birlikte gelen pik toplanmıĢ ve 

saflaĢtırma gerçekleĢtirilmiĢtir. SaflaĢtırılan çözeltide bulunan protein deriĢimi 

Bradford metoduyla (Bradford 1976) spektrofotometrik olarak tayin edilerek 

poli(HEMA-co-MAAP) kriyojeline adsorplanan enzim miktarı bulunmuĢtur. 

FPLC‟de gözlenen pikler ġekil 4.15 ve ġekil 4.16‟de görülmektedir. ġekilden 

görüldüğü gibi ham ekstraktta bulunan ve pseudospesifik poli(HEMA-co-MAAP) 

kriyojeline afinite gösteren PA desorpsiyon ajanı ile birlikte gelmiĢtir. 

 

 

 

ġekil 4.15. Ticari PA‟ nın sulu çözeltisine ait FPLC kromatogramı 

 

A: 0.1 M NaCl; B: 1 M NaOH T: 25 
0
C ; AkıĢ hızı: 1mL dk

-1
; Adsorpsiyon süresi: 

1 saat 
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ġekil 4.16. Mikrobiyal kaynaktan elde edilen PA‟a ait FPLC kromatogramı 

A: 0.1 M NaCl; B: 1 M NaOH T: 25 
0
C ; AkıĢ hızı: 1mLdk

-1
; Adsorpsiyon süresi: 

1 saat 

Mikrobiyal kaynaktan saflaĢtırılan PA, katalitik kolon sentezinde 

kullanılmıĢtır ve 6-APA sentezi gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

4.3.2. Mikrobiyal Kaynaktan SaflaĢtırılan PA ile Çapraz Bağlı 

Katalitik Kriyojel Sentezi ve 6-APA üretimi 

 

Ticari olarak bulunan 6-APA belli deriĢimlerde alınarak, o deriĢimlerdeki 

aktivitesi ölçülmüĢtür ve kalibrasyon grafiği çizilmiĢtir. PA çapraz bağlı katalitik 

kriyojel kolon ve mikrobiyal kaynaktan saflaĢtırılan PA çapraz bağlı katalitik 

kriyojel kolonlardan elde edilen 6-APA miktarı aĢağıda verilen (ġekil 4.17) grafik 

yardımıyla hesaplanmıĢtır.  

 

 

ġekil 4.17. 6 APA‟nın kalibrasyon grafiğ 
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PA çapraz bağlı katalitik kriyojel kolonun absorbans değeri 0,475 au 

olarak bulunmuĢtur. Sonuç olarak; 6-APA miktarı 66 μgdır. Ham ekstrattan 

saflaĢtırılan Penicillium chryosogenum 807 ile hazırlanan katalitik kriyojel 

kolonun. 6-APA miktarı kalibrasyon eğrisi yardımıyla ölçülen absorbansa göre 

hesaplanmıĢtır. Absorbans değeri 0,236 au ve 6-APA miktarda 31,85 μg olarak 

bulunmuĢtur. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



66 
 

5. TARTIġMA, SONUÇ VE ÖNERĠLER 

 

Yapılan çalıĢmada ilk aĢamada; serbest PA enzimi, makro gözenekli, 

süngerimsi kriyojelin içine çapraz bağlanma yoluyla immobilize edilmiĢtir. 

Serbest PA ve PA çapraz bağlı kriyojel kolon için optimal pH değeri 7.2 olarak 

belirlenmiĢtir. PA çapraz bağlı katalitik kriyojel kolonu geniĢ pH aralığında (pH 

2-10) yüksek aktivite gösterdiği saptanmıĢtır. Kutzbach ve ark yaptıkları 

çalıĢmada immobilize PA‟nın 4-10 arasında ve max aktiviteyi pH 8‟de 

bulmuĢlardır (Kutzbach ve ark, 1973). ANADOLUCA metodu ile sentezlenen PA 

çapraz bağlı kriyojel kolon çalıĢmasında optimal pH 7.2 bulunduğundan, bu metot 

daha nötral ortamlarda çalıĢma olanağı sunmuĢtur. Ayrıca serbest PA ve PA 

çapraz bağlı kriyojel kolon için optimal sıcaklık 30 
0
C‟ de gözlenmiĢtir Kriyojel 

kolona çapraz bağlı PA‟nın yüksek ve düĢük sıcaklık koĢullarında serbest PA ya 

göre daha yüksek aktivite göstermiĢtir ve 10-70 
0
C arasında geniĢ sıcaklık 

aralığında çalıĢabilmektedir.  

Serbest PA için Km sabiti ve Vmak değeri sırasıyla, 4,25x10
-3

 µM ve 

6,78x10
-3

 µM.dak
-1

olarak bulunmuĢtur. PA çapraz bağlı kriyojel kolon için ise, 

Km ve Vmak değerleri sırasıyla 10,376x10
-3

 µM ve 10,61x10
-3

µM.dak
-1

 olarak 

hesaplanmıĢtır. 

Serbest ve çapraz bağlı PA kriyojel kolon, sodyum azid çözeltisi içinde,  

-20 
o
C de depolanarak kararlılıkları belirlenmiĢtir. Serbest enzimle yapılan 90 

günlük çalıĢma sonunda serbest enzimin baĢlangıç aktivitesinin % 42‟sini 

koruduğu gözlenmiĢtir. Çapraz bağlı PA kriyojel kolonun 150 günün sonunda 

aktivitesinin % 80‟nini koruduğu gözlenmiĢtir. Bu sonuçlar immobilizasyonun 

enzimi daha kararlı hale getirdiğini göstermektedir. 

PA çapraz bağlı kriyojel kolon 16 tekrar kullanım sonunda baĢlangıç 

aktivitesinin yaklaĢık olarak sadece % 26‟sını kaybetmiĢtir. 

Mikrobiyal Kaynaktan saflaĢtırılan Penicillium chryosogenum 807 

ANADOLUCA metodu ile çapraz bağlı kriyojel kolon sentezlenmiĢtir. Optimal 

Ģartlar altında 60 dakikada 5 ml hacmindeki kolondan elde edlien 6-APA miktarı 
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hesaplanmıĢtır Absorbans değeri 0,236 au olarak bulunmuĢtur. 31,85 μg 6-APA 

üretim performası göstermiĢtir. 

Sentezlenen kriyojeller SEM ile incelenmiĢ ve ġekil 4.2‟de görüldüğü 

gibi gözenek boyutu büyük, heterojen dağılıma sahip kriyojeller elde edilmiĢtir. 

Kriyojelin spesifik yüzey alanı BET yöntemiyle 1455,446 m
2
g

-1
olarak 

bulunmuĢtur. Suyu uçurulan kriyojel parçası suya daldırıldığında 1-2 saniye 

içerisinde orijinal boyut ve Ģekline tekrar dönebilmektedir. Sentezlenen 

kriyojellerin denge ĢiĢme oranı % 583,41 olarak bulunmuĢtur. 1 gr örneğin su 

tutma kapasitesi ise 4,831 gr olarak hesaplanmıĢtır. 

PA enzimini kriyojele tutturmak için ANADOLUCA yöntemi 

kullanılmıĢtır. Bu yöntemin yüksek aktivite göstermesi, geniĢ pH ve sıcaklık 

aralığında aralığında çalıĢılması, enzim immobilizasyon sektöründe alternatif 

yöntem olacağını göstermektedir. Chen ve ark.‟larının yaptığı çalıĢmada PGA‟ı 

metal afinite membranına immobilize etmiĢlerdir. En iyi aktiviteyi pH 8 ve 50 
o
C 

de gözlemlemiĢlerdir. Km ve Vmak değerleri sırasıyla 16.83 mM 9.62 U/mg-

protein bulunmuĢtur (Chen ve ark. 1995). Ferreira ve ark.‟ları penisilin amidaz‟ın 

düĢük pH değerlerinde aktivite ve stabilitesi incelemiĢ ve titrasyon metodu ile 

aktivite çalıĢması yapmıĢlardır. pH4.5-5 arasında verim almıĢlardır (Ferreira ve 

ark. 2003). Zhao ve ark.‟ları makro gözenekli silika kürelere PA‟yı immobilize 

etmiĢlerdir. Enzim aktivite ölçümleri PGA silika kürelerle birlikte packed-bed 

reaktör yerleĢtirilmiĢtir. Bulunma zamanları, baĢlangıç substrat miktarı ile ana 

ürün olan 6 APA birikmesi ve PGA nın yüklenen enzim miktarını araĢtırmıĢlardır. 

Enzim yükleme miktarları makropor içerindeki miktarları arttığını ve iç kütle 

direnci azaldığını gözlemlemiĢlerdir. Sonuç olarak enzim yükleme miktarını 895 

mg
-1

 kuru destekte ve enzim aktivitesinin 1033 Ug
-1

 olduğunu bulmuĢlar (Zhao ve 

ark 2010). Chong ve ark.‟ları büyük gözenekli meteryallere PGA ı immobilize 

etmiĢler. Bu çalıĢmalarda Vinil fonksiyonlu SBA-15 silica kullanılmıĢdır. 

BaĢlangıç aktivitesi yüksek çıktığı halde Km değeri düĢük çıkmıĢtır. PGA vinil 

gruplarla hidrofobik etkileĢimlerle tutturulmuĢtur. Gözenekli taĢıyıcılarıyla 

yüksek spesifite alanı ve büyük hacimli gözenekler enzim immobilizasyonda 

umut vericidir. Ek olarak desteklerin genel avantajları gözenekler substat ve 

ürünlerin yüklenmelerine ve taĢınmalarına izin vermektedir (Chong ve ark 2004) 



68 
 

Tischer çalıĢmasında kriyojel kolona çapraz bağlanma ile PA tutturulmuĢtur 

Kriyojel kolonun gözenek boyutlarının büyük olmasından yararlanılmıĢtır. 

(Tischer 1999)  

Elde edilen sonuçlardan görüldüğü gibi ANADOLUCA metodu ile PA 

çapraz bağlı kriyojel kolonun literatür de rapor edilen sonuçlarla kıyaslanabilecek 

aktivite ve kararlılık değerlerine sahip olduğu gözlenmiĢtir. 
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