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2006, 66 sayfa

Bu calismada, Poli(Etilenglikoldimetakrilat-co-metakroil amidoantipirin)
[Poli (EGDMA-co-MAAP)] monolitik afinite sorbentinin gelistirilmesi ve
penisilin amidohidrolaz (penisilin agilaz) (E.C 3.5.1.11) enzimi adsorpsiyonunda
kullanilabilirligi arastirilmistir. Calismanin birinci asamasinda, 4-aminoantipirin
metakroil kloriir ile reaksiyona sokularak metakroil amidoantipirin (MAAP)
monomeri elde edilmistir. Elde edilen yapt FTIR ve NMR ile karakterize
edilmistir. Daha sonra MAAP ve EGDMA komonomerleri polimerlestirilerek
monolitik afinite sorbenti elde edilmistir.

Calismanin ikinci bdliimiinde, poli (EGDMA-co-MAAP) monolitik afinite
sorbenti kullanarak sulu ¢ozeltilerden penisilin amidohidrolaz adsorpsiyonuna
derisim, pH, sicaklik, iyonik siddet ve akis hiz1 etkileri incelenmistir.

Calismanin son asamasinda ise Penicillium Chrysogenum NRRL 807 ve
Penicillium Purpurogenum 455 mikroorganizmalarindan elde edilen ham
esktraktlardan penisilin amidohidrolaz adsorpsiyonu ve desorpsiyonu siirekli

sistemde incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Penisilin Amidohidrolaz, Afinite Kromatografisi , Metakroil

amidoantipirin (MAAP), Enzim Saflastirmasi, Biyoligand
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In this study, development of poly(ethyleneglycoldimethacrylate-co-
methacrloyl amidoantipyrine) [poly(EGDMA-co-MAAP)] monolithic affinity
sorbent and its usefulness for penicillin amidohydrolase (penicillin acylase) (E.C
3.5.1.11) adsorption were investigated. In the first step, 4-aminoantipyrine was
reacted with methacryloylchloride to produce methacrloyl amidoantipyrine
(MAAP) monomer. The characterization of synthesized structure was evaluated
by FTIR and NMR. Then, monolithic affinity sorbent was obtained by the
polymerization of MAAP and EGDMA comonomers.

In the second stage, the effect of initial concentration, pH, temperature,
ionic strength and flow rate on the adsorption of penicillin amidohydrolase from
aqueous solution were studied.

In the final step, adsorption and desorption studies using crude extracts of
penicillin amidohydrolase taken from Penicillium Chrysogenum NRRL 807 and
Penicillium Purpurogenum 455 microorganisms were investigated in continuous

system.

Keywords: Penicillin Amidohydrolase, Affinity Chromatography, Methacrloyl
amidoantipyrine (MAAP), Enzyme Purification, Bioligand
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1.GIRiS

Biyoteknolojideki gelismeler, enzim, protein, hormon, niikleik asit gibi
birgok biyomolekiiliin biiylik kapasitelerle endiistriyel iiretimini giindeme
getirmistir. Modern biyoteknolojik yontemler ile iiretilen veya biyolojik sivilardan
uzaklagtirilarak saflastirilan biyomolekiillerin ¢ok saf olarak elde edilme
ihtiyaglar1 arastirmacilarin biyomolekiillerin ayrilma ve saflastirma islemleri
tizerinde daha fazla calismalarini saglamistir. Biyomolekiillerin saflagtirilmasinda,
tirtin sagliginin yani sira saflastirilan irtintin kararliligini ve aktivitesini uygulanan
islemler ile kaybetmemesi 6nemlidir. Son yillarda kromatografik teknikler
biyomolekiillerin saflagtirilmasinda etkili bir bi¢cimde kullanilmaktadir. Bu
teknikler arasinda yer alan afinite kromatografisi yontemi ile biyomolekiiller
bulunduklar1 ortamdan yiiksek saflikta tek basamakta elde edilebilmektedir.

Son yillarda biyomolekiillerin saflastirilmasinda biyoligandlarin yerine
pseudospesifik ligandlar kullanilmaya baslanmistir. Pseudospesifik ligandlarin
biyoligandlara gore bazi avantajlart mevcuttur. Pseudospesifik ligandlarin afinite
sabitleri (10*~10° M ") diisiiktiir ve zayif afinite ligand ailesine aittirler. Buna
ragmen elektrostatik, hidrofobik, hidrojen baglar1 ve Van der Waals kuvvetleri
gibi etkilesimlerin toplam etkileri secici ve kuvvetli bir etkilesime neden
olmaktadir. Pseudospesifik ligandlarin (6rnegin aminoasit bazlilar) uygulama
esnasinda matriksten sizma durumunda herhangi bir immiin cevaba neden
olmamalar1 biyoligandlara gére 6nemli avantajlar1 arasindadir. Ayrica bu ligandlar
biyoligandlara gore daha kararli olup yiiksek miktarlarda ve diisilk maliyette
tiretilebilmektedirler.

Penisilin amidohidrolaz (PA) (EC 3.5.1.11), penisilin molekiiliindeki
lineer amid/acil baginin hidrolizi ile B-laktam ¢ekirdek, yar1 sentetik penisilinlerin
sentezindeki anahtar hammadde olan 6-aminopenisillanik asit (6-APA) ve ilgili
organik asit olusumu ile sonuglanan reaksiyonu katalizler. 6-APA’nin ticari
tiretiminde PA katalizor olarak kullanilmaktadir. Bu endiistriyel uygulama kismen
saflagtirllmis enzimatik c¢ozeltilerden farkli enzim immobilizasyon teknikleri
uygulanarak gergeklestirilmektedir (Kegili ve ark., 2006; Ferreira ve ark., 2004;
Jianguo ve ark., 2001; Guan ve ark., 2001; Kheirolomoom ve ark., 2002).



6-APA’nin iretiminin yiiksek maliyeti genellikle, son yillardaki
gelismelere karsin, diisiik geri kazanim saglayan enzim saflastirma basamagindan
kaynaklanmaktadir (Coulon ve ark., 2004; Fargues ve ark., 1996). Cok basamakli
islemlerde PA saflagtirilmast icin farkli teknikler kullanilmaktadir. Bu
yontemlerin ¢ogu hidrofobik etkilesim temeline dayalidir. Ancak bu yontemler
ylksek aktivite kaybi ile geri kazanim saglamaktadir. Bunun yami sira ampicillin,
cephalexin ve penicillin gibi genel olarak kullanilan ligandlar pahahdirlar ve
hidroliz olabilmektedirler. Literatirde PA saflastirilmast i¢in son zamanlarda
rapor edilen ligandlar arasinda en uygun olanlar heterohalka igerenler olarak
belirlenmistir (Sudharan ve Shewale 1987; Kasche ve ark., 1990; Fonseca ve
Cabral 1996, Santarelli ve ark., 2000).

Bu ¢alismada Penicillium Chrysogenum ve Penicillum Purpurogenum’dan
PA saflastirilmasi i¢in nonopioid analjezik 6zellik gosteren ve ¢ok bilinen bir ilag
olan 4-aminoantipirin (Cunha ve ark. 2005) fonksiyonel ligand olarak
kullanilmistir. Meveut calismalardan farkli olarak, 4-aminoantipirin metakroil
kloriir ile reaksiyona sokularak metakroil amidoantipirin (MAAP) monomeri elde
edilmistir. Elde edilen metakroil amidoantipirin (MAAP) monomeri FTIR ve
NMR ile karakterize edilmis ve EGDMA komonomeri esliginde yigin
polimerizasyonu ile polimerlestirilerek monolitik afinite sorbenti hazirlanmasinda
kullanilmistir. Hazirlanan sorbente farkli kosullarda sulu ¢ozeltilerden ve ham
extrakttan PA adsorbsiyonu ve desorpsiyonu siirekli sistemde incelenmistir.

Bu yaklasimin en 6nemli avantaji pseudospesifik MAAP’1in komonomer
olarak yapiya ilave edilmesinden sonra matriks aktivasyonu ve ligand
immobilizasyonu gibi basamaklara ihtiyag duyulmamasidir. Biyoafinite
adsorbentlerin hazirlanmasinda hem zaman hem de teknik giicliikler (aktivasyon
ajaninin toksisitesi ve istenmeyen reaksiyonlar) acisindan gerekli basamaklar olan
aktivasyon ve ligand baglanmasinin bu yeni yaklagimda olmamasi yeni hazirlanan
adsorbentin klasik tasiyicilara 6nemli bir Gstiinliigiidiir. Hazirlanan pseudospesifik
afinite adsorbentinin bir diger Onemli avantaji ise konvansiyonel biyoafinite
ligand1 igeren adsorbanlara gore daha ucuz ve kararli bir yapiya sahip olmasi ve

ilag olarak da kendini kanitlayan bir komonomer igermesidir.



1.1. Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi bir c¢esit adsorpsiyon kromatografisi olup,
saflastirilmasi istenen molekiiliin, matriks adi verilen bir kat1 destek materyaline
kovalent olarak immobilize edilmis bir komplementer baglanma bilesigine
(ligand) spesifik ve tersinir baglandig1 bir tekniktir (Keha ve Kiifrevioglu 2000).
Kullanilacak ligandin saflastirilacak madde icin spesifik ve tersinir baglanma
afinitesi olmalidir. Ligand olarak enzimler, koenzimler, kofaktorler, antibadiler,
aminoasitler, oligopeptidler, oligoniikleikasitler ve niikleik asitlerin de (DNA,
RNA) bulundugu ¢ok sayida biyofonksiyonel molekiil kullanilabilir (Denizli ve
Piskin 1995).

Afinite kromatografisinin sematik gosterimi Sekil 1.1°de verilmistir.
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Sekil 1.1. Afinite kromatografisinin sematik gosterimi

Kati1 fazdaki baglama ozelliginin 6zgilliigii secici baglama maddesinin

(ligand) destek matriksine kovalent bagla baglanmasiyla saglanir. Kati fazda



ornekten istenen madde se¢imli olarak tutulur. Baglanmayan maddelerin
yikanarak kolondan uzaklastirilmasindan sonra ayrilan, tutunan (veya
saflastirilan) madde sivi (mobil) fazin iyonik kuvveti veya pH’1 degistirilerek
kolondan eliie edilir. Destek matriksine kovalent bagla baglanmis ligantin kolona
bagl kalabilme ve hedef molekiil serbest birakildiktan sonra da biyolojik olarak
aktif olabilme kabiliyeti istenen anahtar 6zelliktir.

Afinite kromatografisi enzim, antibadi gibi biiylik molekiillerin
saflastirilmasinda  veya kiiclik  bilesiklerin  arastirmadan Once  secilip
cikartilmasinda kullanilir. Ayrica hiicre ayirma iglemleri de afinite kromatografisi
teknikleri kullanilarak gerceklestirilebilir.

Cizelge 1.1’de afinite kromatografisinin en ¢ok kullanildigi biyolojik

sistemler gosterilmistir (Keha ve Kiifrevioglu 2000).

Cizelge 1.1. Afinite kromatografisinin kullanildig1 biyolojik sistemler

Saflastirilacak Madde Ligand
Enzim Substrat, inhibitor, kofaktor
Antikor Antijen, viriis, hiicre
Lektin Polisakkarit, glikoprotein, hiicre yiizey

reseptorii, hiicre
Niikleik asit Komplementer baz dizisi, niikleik asit

polimeraz, baglayici protein

Hormon Reseptor protein
Vitamin Tastyici protein
Hiicre Hiicre ylizeyi spesifik proteini, lektin

Kiiciik ligandlar1 (enzim inhibitorleri) dogrudan matrikse baglamak
suretiyle hazirlanan adsorbanlar, matriks ile liganda baglanan maddeler arasinda
sterik engellemelerden dolay1 kiiciik ayirma kapasitesi gosterebilirler. Bu
durumlarda uzant1 kollar1 (spacer arms), etkili baglanmay1 kolaylastirmak igin

matriksle ligand arasina sokulurlar.



1.1.1. Destek (Matriks)

Matriks, biospesifik ligandin iizerine kovalent olarak baglandigi
materyaldir. Matrik se¢iminde dikkat edilmesi gereken ilk husus matriksin fiziksel
ve kimyasal olarak kararli olmasidir. Bunun yani sira yiiksek akis hizlarinda rjit
olmas1 gerekir. Matriks tek basmna ayrilmasi istenen biyomolekiille higbir
etkilesime girmeyecek sekilde inert ve saf olmalidir. Matriksin gdzenek yapisinin
biyomolekiiliin gdzeneklere girmesine ve liganda baglanmasina olanak saglayacak
sekilde biiyilk olmasi gerekir. Ayrica matriks ucuz olmali ve tekrar
kullanilabilmelidir. Destek materyali olarak agaroz, seliiloz, silika ve degisik

organik polimerler kullanilabilir.

1.1.2. Ligand

Matrikse kovalent olarak baglanan ve ayrilmasi veya saflastirilmasi
istenen biyomolekiile 6zel, secimli afinite gdsteren ve onu spesifik olarak taniyip
baglayan maddelerdir.

Ligandi matrikse baglamak i¢in genelde kimyasal immobilizasyon
yontemleri kullanilir. Bir¢ok durumda ligandin matrikse baglanmasi i¢in baglayici
materyaller kullanilir. En ¢ok kulanilan grup metilen grubudur. Matriksleri
kimyasal olarak kararsiz duruma getirmek ve ligand ile baglanmasini saglamak
i¢cin bir¢ok aktivasyon yontemi kullanilir. En ¢ok kullanilan aktivasyon yontemi
siyanojen bromiir aktivasyonudur. Ligandin amino grubu icermedigi, matriks ve
ligand arasina degisen uzunlukta hidrokarbon zinciri konmasi gerektigi
durumlarda siyanojen bromiir ile aktive edilmis tastyici alifatik diamin bilesikleri
ile reaksiyona girerek ®-alkil tiirevleri elde edilir. Iyi bir ligand ilk olarak
saflastirilacak madde i¢in 6zgiin ve doniistiiriilebilir baglanma 6zelliklerine sahip
olmalidir. Ayrica matrikse, baglama aktivitesini bozmayacak sekilde tutunmasini
saglayacak kimyasal olarak modifiye edilebilir gruplara sahip olmalidir.

Biyomolekiillerin saflastirilmasinda birgok ligand kullanilmaktadir.
Immobilize edilmis lektin bircok glikoproteinin saflastirilmasinda kullanilir.

Hormon  reseptorler hormonlarin, hormonlar da  reseptdrlerin



saflagtirilmasinda  kullamilir.  Immiinoafinite ile antibadiler antijenlerin
saflagtirllmasinda kullanilir. Afinite kromatografisinde kullanilacak ligandin
sentezi lic adimda incelenebilir.

1. Kullanilacak ligandin se¢imi

2. Kullanilacak destek matriksinin se¢imi

3. Uygulanacak kimyasal yontemin se¢imi
Kullanilacak ligandin se¢iminde dikkat edilmesi gereken en 6nemli nokta ligandin
proteine karsi spesifikliginin fazla olmasi ve baglanmanin geri doniistimli
olmasidir. Kromatografi sirasinda uygulanacak kimyasal islemlere karsi ligandin
kararli olmas1 da gerekir. Bir¢cok biyomolekiiliin ligand olarak kullanilmasi
diisiiniilse de ¢ok pahali olmalar1 ve kararliliklarinin diisiik olmasi sebebi ile tercih
edilmezler. Pseudo-spesifik (biyomimetik) ligandlarin gelistirilmesi ile bu tip

dezavantajlar biiyiik l¢iide giderilmistir.

1.1.3. Ara Kollar (Spacer Arms)

Ligandla matriks arasindaki karbon zincirleridir. Biyolojik maddelerin
aktif bolgelerinin molekiiliin derin kisimlarinda olmasi durumlarinda destek
matriksiyle liganda tutunan maddeler arasindaki istenmeyen etkilesimleri 6nlemek
amaciyla matriksle ligand arasma bir kol yerlestirilir. Bu arakolun uzunlugu
kritiktir. Eger cok kisa olursa beklenen etkiyi gosteremez ve ligand 6rnek icindeki
hedef maddeleri baglayamaz. Cok uzun olursa ayirma isleminin segiciligi azalir ve

ara kol ile 6rnekteki maddeler ile hidrofobik etkilesime girerler.

1.2. Afinite Kromatografisi Tiirleri

1.2.1. Pseudo-Spesifik Afinite Kromatografisi

1987°de Cram, Lehn ve Pederson’un Nobel Odiilii almasindan giiniimiize
kadar molekiiler tanima ifadesi biiyiik ilgi gérmeye baslamistir. Molekiillerin,
biyolojik ve kimyasal 6zelliklerinden yararlanarak ayrilma ve saflagtirilmasinda
“Afinite Kromatografisi” sec¢imliligi ve duyarlilig1 ile essiz bir yer tutmaktadir.

Afinite kromatografisinde klasik ayirma yontemlerinden farkli olarak molekiilleri



secici olarak tanima yetenegine sahip ligandlar kullanilmaktadir. Afinite
kromatografisi ile proteinler, enzimler, hormonlar, antibadiler ve antijenler gibi
biyolojik molekiillerin saflagtirilmas1 basar1 ile gerceklestirilmistir. Ancak
endiistriyel boyutta diisiiniildiigliinde yontemin en 6nemli dezavantaji kullanilan
ligandlarin olduk¢a pahali olmasidir. Ayrica biyolojik ligandlar (proteinler, enzim
substratlar1 ve inhibitorleri, niikleik asitler ve hormon reseptorleri v.s) oldukca
biiylik molekiillerdir. Bu ve bunun gibi problemler seciciligi yiiksek ve daha ucuz
yontemlerin gelistirilmesine yol agmustir.

Son yillarda biyomolekiillerin saflastirilmasinda biyoligandlarin yerine
pseudospesifik (biyomimetik) ligandlar kullanilmaya baslanmistir. Biyomimetik
ligandlarin temelini molekiiler tanima olusturur. Ozellikle biyolojik tanima
ozelligine sahip yapilarin kesfi ve bu etkilesimlerin mekanistik olarak
aydinlatilmas1 ile molekiiler tanima yetenegi olan yapay molekiillerin
gelistirilmesi  biiylik 6nem kazanmistir. Biyomimetik ligandlar biyolojik
molekiilleri taklit ederek saflastirilmasi istenen hedef molekiil ile molekiiler
tanima temeline gore etkilesebilen yapay molekiillerdir. Bu tiir ligandlarin
kullanildig1 afinite kromatografisi tiirine “Pseudo-afinite kromatografisi” denir.
Psedo-spesifik molekiiller ayirma ve saflagtirmanin yani sira biyoteknoloji, tip ve
biyoanalitik alanlarinda da kullanilmaktadir.

Pseudospesifik ligandlar biyoligandlara gére 6nemli avantajlara sahiptirler
(Bueno ve ark. 1996). Bu avantajlar arasinda ucuz, kiiciik molekiiller,
sterillenebilme kolayliklar1 ve tekrar tekrar kullanilabilir olmalarini sayabiliriz.
Aymi zamanda psedospesifik ligandlarin afinite sabitleri (10*~10° M) diisiiktiir
ve zayif afinite ligand ailesine aittirler. Buna ragmen elektrostatik, hidrofobik,
hidrojen baglar1 ve Van der Waals kuvvetleri gibi etkilesimlerin toplam etkileri
secici ve kuvvetli bir etkilesime neden olmaktadir. Pseudo-spesifik ligandlarin
(6rnegin aminoasit bazlilar) uygulama esnasinda matriksten sizma durumunda
herhangi bir immiin cevaba neden olmamalar1 biyoligandlara goére Onemli
avantajlar1 arasindadir (Huang ve Carbonell 1999; Baumbach ve Hammond
1992). Ayrica bu ligandlar biyoligandlara gore daha kararli olup yiiksek

miktarlarda ve diislik maliyette {iretilebilmektedirler.



Psedo-spesifik ligandlar ilgili ilk c¢alismalar ligand olarak tekstil
boyalarinin kullanilmasiyla gergeklestirilmistir. Tekstil boyalarinin en biliyiik
ozelligi, protein yapisindaki dipeptit baglarin1 taklit edebilmeleridir. Tekstil
boyalarinin hedef molekiile spesifitesini arttirmak i¢in u¢ gruplar takilabilir ya da
molekiiller yeniden dizayn edilebilirler. Bu yeni tip boyalara “Biyomimetik
boyalar” ad1 verilir. Ilk biyomimetik boya tripsin saflastirilmas igin diaminometil
benzen grubu araciligiyla klorotriazin halkasini reaktive etmek i¢in benzamidin

kullanilmastyla hazirlanmigtir.

1.2.2. Metal Selat Afinite Kromatografisi

Bircok protein ve peptidin agir metal iyonlarina afinitesi oldugu uzun
zamandir bilinmektedir. Iimmobilize metal iyon afinite kromatografisi (IMAK) nin
baslangici, Helfferich’in kiigiik molekiillerin “ligand degisim kromatografisi” ni
one silirdiigli 1961°e kadar uzanabilmektedir. Bu teknigin temeli ve uygulamalari,
Davankov ve Semechkin tarafindan detaylica gozden gegirilmistir (Davankov ve
Semechkin 1977). Makromolekiiller i¢in bir afinite ligand olan iminodiasetatin
kullanim1 Porath ve arkadaslar1 tarafindan 1975°den sonra gelistirildi. Daha sonra
Porath, ligand degisimini de i¢ine alan metal selat etkilesim kromatografisinin
biitiin sekillerini kapsayan “immobilize metal iyon afinitesi” terimini ortaya
koydu (Porath, 1988). Porath, bir protein molekiiliiniin, metal iyon afinite
etkilesimleri ile metal iyonlarina baglanarak saflastirilabildigini gézlemledi. Kati
bir destek iizerine metal iyonunu immobilize etmek icin selatlayici bir ajanin
kullanimi, protein metal etkilesimlerinin serbestlik derecesini azaltir. Bu
kisitlama, proteinlerin zengin saflagtirilmast ve ayrilmasina olanak sagladigi gibi,
denatiirasyonu azaltabilir ve aktivitesini devam ettirebilir.

Metal afinitesi ile protein adsorpsiyonunda triptofanin indol, sisteinin tiyol
ve histidinin imidazol grubu gibi ortaya ¢ikan elektron verici aminoasit kalintilari,
immobilize metalin baglanmasina katkida bulunurlar. Biyopolimerlere ligandin
baglanmasi, metal selasyonunun yanisira elektrostatik, hidrofobik ve Van Der
Walls etkilesimlerini de igermektedir. Sekil 1.2 afinite destege selatlanmis bir

metale proteinin baglanmasini gdstermektedir.



Kromatografik matriks

Sekil 1.2. Immobilize bir metal iyonuna bagl proteinin sematik gosterimi

IMAK’da proteinlerin adsorpsiyonu, protein yiizeyindeki elektron verici
gruplari ile immobilize metal iyonu arasindaki koordinasyon olusumuna dayanir.
Cogunlukla kullanilan metaller, Lewis asitleri olarak diisiiniilebilen ve elektron
cifti kabul eden Cu(Il), Ni(Il), Zn(II), Co(Il), Fe(Il) gibi gecis metal iyonlaridir.
Kromatografik destege baglanan selat olusturucu bilesiklerde bulunan N, S, O gibi
elektron verici gruplar, ortamda bulunan koordinasyon baglarinin sayisina bagl
olarak, iki disli, {i¢ disli vb. olabilen metal selatlar1 olusturarak metal iyonlar ile
koordinasyon bagi yapabilirler. Geride kalan metal koordinasyon bolgeleri
normalde su molekiilleri tarafindan isgal edilir. Daha sonra proteinden gelen
uygun elektron verici gruplar ile yer degistirebilir. Bazi aminoasitler, 6zellikle yan
zincirlerindeki elektron verici atomlarindan dolayr baglanma i¢in uygundurlar.
Glu, His, Arg, Lys, Asp, Tyr, Cys ve Met gibi ¢ogu kalintilarin baglanmaya
katilabilmesine ragmen, IMAK’de proteinin gergekte alikonmasi histidin
kalintilarinin varligi temeline dayanir. Trp, Phe ve Tyr gibi aromatik yan zincire
sahip aminoasitler de, eger disar1 uzanabilen histidin kalintilarina yakin iseler

onlarda baglanmaya katkida bulunabilir (Arnold 1991 ve Sulkowski 1989).



IMAK desteklerine protein adsorpsiyonu, histidin kalintilarindaki imidazol
azotunun, noétral veya hafif bazik ortamlarda protone olmadigi pH’larda
gerceklesir. Genellikle relativ olarak spesifik olmayan elektrostatik etkilesimleri
indirgemek i¢in 0.1-1.0 M NaCl igeren yiiksek iyonik siddetli tamponlar
kullanilir. Hedef proteinin eliisyonu i¢in diisiiriilen pH gradientleri veya diisiik
pH’l1 eliisyon tamponlar1 kullanilir. Diisiik pH’ya hassas proteinler i¢in notral pH
civarinda imidazol ile ligand degisimi daha uygundur. Bu durumda imidazoliin
protonlanarak meydana getirdigi pH diismesinden sakinmak i¢in IMAK kolonlari
kromatografik ayirmalarda 6nce imidazol ile doyurulur ve dengeye getirilir.
EDTA gibi giiclii selat olusturucu ajanlarin kullanilmasi da bagli proteinlerin
eliisyonunu saglar; fakat bu durumda sorbentin baglama etkisi tahrip edildigi i¢in,
bir daha ki ayirmadan 6nce matriks tekrar selat olusturucu iyon ile yiiklenmelidir

(Diltemiz, 2002).

1.2.3. Kovalent Afinite Kromatografisi

Bu teknik, ligand ile ayirimi yapilacak biyomolekiiller arasinda kovalent
bag olusumu esasina dayanir (Ghadge, 2000).

Proteinlerde kimyasal reaksiyonlar i¢in potansiyel bolgeler baslica cesitli
fonksiyonel gruplara sahip aminoasit yan zincirleridir. Ozellikle amino ve
karboksil ~ fonksiyonel = gruplari  proteinlerin  ¢0ziinmez  polimerlere
immobilizasyonu i¢in kullanilirlar. Bu fonksiyonel gruplarla elde edilen kovalent
baglar, kimyasal olarak ¢ok kararli baglardir ve bu baglarla immobilize olan
proteinleri par¢alamadan serbest birakmak pratikte ¢cok zordur.

Kararli ve yumusak kosullarda da kirilabilen bir kovalent bag olusturan tek
fonksiyonel grup tiyol grubudur. Tiyol gruplar1 proteinlerde siklikla bulunurlar ve
cogunlukla proteinlerin  enzimler, hormonlar, reseptorler v.b olarak
fonksiyonlaria dogrudan katilirlar.

Adsorpsiyon asamasinda, ayirimi yapilacak biyomolekiil tiyol-disiilfiir
degisim reaksiyonu ile aktive edilmis destek materyali iizerine kovalent olarak
baglanir. Destege baglanmamis ve spesifik olmayan protein adsorpsiyonunu

onlemek i¢in yikama iglemi yapilmalidir. Yikama tamponlarinin se¢imi kovalent
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olarak baglanmis biyomolekiiliin kullanilma amacina ve kararliligina baghdir.
Uygun bir yikama isleminden sonra bagli protein diisiik molekiil agirlikl tiyoliin
(SH) fazlas: ile disiilfiir baglarinin indirgenmesi yoluyla eliie edilir.

Kovalent kromatografi ilk baslarda kompleks protein karigimlarindan tiyol
icermeyen molekiillerden tiyol iceren molekiillerin ayrilmasi i¢in kullanilmustir.
Tiyol reaktif adsorbanlarin diger onemli uygulamasi ise enzimlerin disiilfiir
baglar1 ile tersinir immobilizasyonlaridir. Kovalent kromatografi teknigi
uygulanarak literatiire ge¢mis c¢alismalar arasinda, Jack Bean’den {ireazin
izolasyonu, papainin saflagtirllmasi, tiyol peptitlerinin  saflagtirilmasi,
betagalaktosidazin  tersinir immobilizasyonu ve protein altbirimlerinin

karakterizasyonu bulunmaktadir.

1.2.4. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi

Hidrofobik etkilesim kromatografisi, proteinleri ylizeyindeki non-polar
bolgelerle immobilize hidrofobik ligandlar arasindaki hidrofobik etkilesimlerin
temelinde, proteinlerin hidrofobisitesine dayanarak ayirimini saglar. Hareketli
fazda yiiksek tuz konsantrasyonunda adsorpsiyon artar ve eliientin tuz
konsantrasyonunun azaltilmasiyla eliisyon saglanir. Bu nedenle tuz-destekli
adsorpsiyon terimi kromatografinin bu tiirii i¢in kullanilabilir.

Elisyon sartlarinin  farkli tipleri, diger kromatografik tekniklerin
kullanilmasiyla ayirmanin zor oldugu proteinlerin kompleks karigimlariin
saflastirilmast i¢in kullanilabilir. Aslinda diger protein kromatografik tekniklerini
tamamlayan baglanma karakterleri rol oynadigi zaman hidrofobik etkilesim
kromatografisi, ayirma amaglari i¢in basarili sekilde kullanilmaktadir.
Aragtirmacilar kompleks mekanizma igermesine ragmen, hidrofobik etkilesimlere
en biiyiik katkida bulunan faktoriin Van der Waals kuvvetleri oldugunu
belirtmislerdir. Bdylelikle, biyolojik molekiillerde yapisal hasarlar minimum
diizeyde olur ve onun biyolojik aktivitesi, hidrofobik etkilesim kromatografisinin
kullanilmasiyla ayarlanabilir. Hidrofobik etkilesim kromatografisi, adsorbana

kuvvetli baglanmalardan dolay1 protein eliisyonu i¢in non-polar ¢dziiciileri
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gerektiren, daha az denatlirasyon yapan ortamlarda calisilan ve proteinlerin
hidrofobik 6zelliklerinin kullanildig1 alternatif bir tekniktir.

Son yillarda, hidrofobik etkilesim kromatografisi bir¢cok arastirmaci
tarafindan gelistirilmis ve bugiin endiistriyel Ol¢ekli protein saflastirmanin
yanisira laboratuar olgekli giiclii bir ayirma teknigi olusturulmustur. Hidrofobik
etkilesim kromatografisi i¢in sabit fazin ¢esitliliginin gelisimi ile serum proteinler,
niikleer proteinler, hormonlar, rekombinant proteinler ve enzimler gibi
biyomolekiillerin ~ saflastirilmasinda  hidrofobik  etkilesim  kromatografisi
uygulamalarinin kapsami artmastir.

Her protein i¢in hidrofobik aminoasitlerin sayisi, onlarin farkli dagilimlari
ve hidrofobisiteleri karakteristiktir. Bundan dolayi, hidrofobik desteklerle veya
matrikslerle  spesifik  aywrma  yapilabilir. Bu  yiizden, proteinlerin
hidrofobisitesindeki farklar, biyomolekiillerin hidrofobik etkilesim kromatografisi
kullanilmasiyla fraksiyonlanabilmesini saglar. Bu kromatografik metodun
termodinamik analizleri hidrofobik etkilesimlere dayanan diger yontemlerle elde
edilenlerle temelde ayni sonuglar1 vermistir.

Spesifik uygulamalar i¢in kromatografik yontemin basarisini saglamak
i¢in iki temel unsur dikkate alinir. Bunlar sabit faz ve akiskan mobil fazdir.

Sabit fazin ¢esitli tiirleri ligandin tipi, ligand zincirinin uzunlugu, ligand
yogunlugu ve matriksin veya destegin tiiriine gore ayrilabilir.

Hidrofobik etkilesim kromatografisi i¢in en ¢ok kullanilan ligandlar ug
amino gruplu veya grupsuz lineer zincir alkanlardir. Fenil (ve diger aromatik
gruplar) hidrofobik ve aromatik (II-IT) etkilesimleri karisimindan dolay1 iyi
sonuclarla ligand olarak kullanilirlar. Matriks iizerinde siibstitiisyon derecesinde,
n-alkan ligandlar hidrofobisite 6l¢ceginde bir seri olusturur.

Metil<etil<propil<butil<pentil<hekzil<heptil<oktil

Hidrofobisite ve etkilesim kuvveti n-alkil zincir uzunlugunun artmasiyla
artar fakat adsorpsiyon seciciligi azalabilir.

Hidrofobik etkilesim kromatografisinde en c¢ok kullanilan destekler
hidrofilik karbonhidratlar (capraz bagli agaroz), silika veya sentetik kopolimer
malzemelerdir. Ayni tiir ligand kullanarak sabit fazin segiciligi farkli tip

desteklerle degistirilebilir.
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Hidrofobik etkilesim kromatografisinde alikonma zamani sadece sabit faza
degil tuz derisimi ve tiirii, pH, sicaklik ve katki maddeleri gibi hareketli fazin

ozelliklerine de baglidir.

1.2.5. Yiik Transfer Adsorpsiyon Kromatografisi

Yiik transfer adsorpsiyon kromatografisi, ligand ve biyomolekiil {izerinde
bulunan elektron alict ve elektron verici gruplarin etkilesimi esasina dayanir.
Aminoasitler, peptitler ve niikleotitler bu yontemle saflastirilabilirler. Dekstran ve
agaroz bu yontemde kullanilan en yaygin desteklerdir. Siklikla kullanilan
ligandlar ise akriflavin akridin sarisi, tritil grubu ve pentaklorofenoldiir. Bu
ligandlardan immobilize akriflavin  aragtirmacilar  tarafindan  niikleotit,
oligoniikleotit ve c¢esitli aromatik bilesiklerin ayirimda kullanilmistir (Ghadge,

2000 ).

1.2.6. Boya-Ligand Afinite Kromatografisi

Boya-ligand afinite kromatografisi protein ve enzimlerin saflastirilmasinda
oldukca &nemli avantajlara sahiptir. Immobilize triazin boyalar, boya-ligand
afinite kromatografisinde biyolojik makromolekiillerin saflagtirilmasinda afinite
ligandlar1 olarak kullanilmaktadir. Triazin boyalar proteinlerle etkilesime girecek
aromatik halkalara, negatif ve pozitif yiikk igeren gruplara sahip kompleks
molekiillerdir. Boyalar ¢ogu polimerle niikleofilik siibstitiisyon reaksiyonlarina
izin verecek derecede yiiksek reaktivitede oldugu igin biyolojik ligandlarla
karsilagtirildiginda polimerik destek materyal {izerine immobilize edilmeleri daha
kolaydir. Kompleks bir karisimdan hedef molekiiliin yiiksek saflikta elde edilmesi
hazirlanan destek materyalin spesifikligi ile yakindan iligkilidir.

1.3. Biyoafinite Kromatografisi’nin Uygulama Alanlar:

Biyoafinite ~ kromatografisinin  baslica  amact  biyomolekiillerin

saflagtirllmas1 ve ayrilmasidir. Son yillarda biyoafinite kromatografisi sadece
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proteinlerin degil, aym1 zamanda niikleik asit ve hiicrelerinde ayrilmasinda

basartyla uygulanmistir.

1.3.1. Protein Saflastirma

Proteinlerin saflastirilmasi afinite kromatografisinin ana amacidir. Bu
teknigin gelistirilmesi (matriks se¢imi, metod gelistirilmesi) gergekte protein
saflagtirmanin bir fonksiyonu olarak yapilmistir.

Bu alanda, proteinlerin saflastirilmasi ya gergek biyospesifik afinite ya da
psedo-biyospesifik afinite kromatografisi ile yapilir. Ilk durumda ligand, bir
substrat, kofaktdr, reseptdr veya antibadi olabilir. Ikinci durumda ligand, basit
(aromatik, hidrofobik...) ya da kompleks etkilesimde bulunan sentetik ya da dogal
bir molekiildiir. Ornek olarak albiimin, dehidrojenazlar, kinaz gibi pek ¢ok

proteine afinite gosteren immobilize edilmis Cibacron Blue verilebilir.

1.3.2. Niikleik Asit Ayirma

Niikleik asitler, diger biyomolekiillerle ¢ok sayida afinite etkilesimlerine
sahiptirler. Cift sarmalli DNA olusumu, piirin ve pirimidin bazlar1 arasindaki (H-
baglari, hidrofobik, yiik-transfer etkilesimleri gibi) baz c¢iftlenme etkilesimleri
sonucudur. Kromozomlarin olusumunda, histonlarla DNA’nin birlesmesi, DNA
zincirinde ¢ok sayida enzimin davranisi bu etkilesimlere birka¢ ornektir. Niikleik
asitler ti¢ farkli tiir etkilesimi igerir;

- Baz etkilesimlerini tamamlayici

- Proteinlerle etkilesim

- Belirli aromatik molekiillerle etkilesim

Protein ve enzimlerle biyoafinite genellikle niikleik asitlerin
immobilizasyonunu icerir. Bu afinite tamamlayici sistem, immobilize DNA
lizerine proteinlerin etkilesimiyle DNA’nin saflagtirilmasini agiklar. Yine de bazi
durumlarda histonlar DNA’nin ayrilmasi i¢in ligand olarak kullanilirlar.

Niikleik asitler ve bazi1 araomatik molekiiller arasindaki afinite

mekanizmalari, piirin ve pirimidin bazlar1 ve DNA sarmali ve digindaki
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elektrostatik etkilesim prosesleri arasindaki etkilesim nedeniyledir. Bu olusum,

ylk-transfer etkilesimlerini, hidrofobik ve tamamlayic1 iyonik yiikleri igerir.

1.3.3. Hiicre Saflastirma

Hiicre ayrimlari i¢in afinite kromatografisi, glutaraldehit, aktiflenmis AcA
ve Mersalil-Trisakril C lizerine immobilize edilmis antibadilerin kullanimiyla
basarili bir sekilde uygulanmistir. Avidin-Ultragel A4R de hiicre ayrimi i¢in ilging
ve ¢ok yonlil bir aragtir.

Eliisyon, hiicre uygulamasma etki edebilecek iyonik kuvvet veya pH
degisimlerinin olmadig1 fizyolojik kosullarda gergeklestirilir. 3 tiir eliisyon
s6zkonusudur.

- Rekabete dayali eliisyon

- Mekanik eliisyon

- Cift adsorpsiyon-desorpsiyon mekanizmast

Rekabete dayali eliisyon genellikle ligand lektin oldugunda sekerlerle
gergeklestirilir.

Mekanik eliisyon cam cubuk kullanilarak yumusak bir hizlandirmayla
siispansiyonda gerceklestirilir.

Cift adsorpsiyon mekanizmas1 ligand ve jel arasinda ayrilabilir baglar

igerir.

1.4. Afinite Kromatografisi icin Monolitik Destek Malzemeleri

Monolit kelimesi eski Yunan dilinden gelmektedir. Mono bir, lit tag-kaya
anlamlarim1 icermektedir. Bu karsiliklara dayanarak monolit, bir tas parcasi
anlamina gelmektedir. Monolitler, bir¢ok endiistriyel alanda kullanilmaktadir.

Monolitler son donemde aragtirmacilar tarafindan yeni nesil tastyici destek
malzemesi olarak degerlendirilmektedirler. Monolitik kolonda kiitle aktarim
direnci ve basing diismesi ¢ok diislik diizeydedir. Dolayisiyla monolitik kolonda
konveksiyon tasinim nedeniyle kiitle aktariminin ¢ok hizli gergeklesmesi bu

sistemin en onemli avantajidir.
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Monolitler stirekli yataklar olarak da tanimlanmaktadir ve homojen
kolonlar veya diskler seklinde hazirlanmaktadir. Monolit hazirlanmasinda sentetik
organik malzemeler, dogal polimerler veya organik malzemeler kullanilmaktadir.
Daha once belirtildigi gibi monolitler, daha diisiik bir kiitle aktarim direnci ve
basing diismesi gibi hidrodinamik O6zellikleriyle ticari kolonlara gore birgok
avantaj sunmaktadir. Her iki 6zellik de kromatografik performans, hiz ve 6lgek
bliylitmede ©nemli bir rol istlenmektedir. Bundan dolayr monolitler
biyomolekiillerin ayrilmasinda preparatif ve analitik Olgekte genis kullanim
alanlar1  bulmaktadir. Malzemeler disk, c¢ubuk veya tlip formlarinda

iiretilebilmektedir (Josic, 2001). Sekil 1.3’de farkli sekil ve boyutlarda

hazirlanmis monolitik malzemeler verilmistir.

Sekil 1.3. Farkli sekil ve boyutlarda hazirlanmig monolitik malzemeler

1.4.1. Alternatif Dolgu Malzemesi Olarak Monolitler

Bircok  endiistriyel  islemlerde, geleneksel dolgulu  kolonlar
kullanilmaktadir. Dolgulu kolonlarin bu popiilerligine ragmen, yavas kiitle
transferi, partikiiller arasi1 bosluklarin fazla olmasi ve yiiksek basing diismesi bu
sistemlerin hizin1 ve etkinligini olumsuz yonde etkiler. Es boyutlu mikrokiirelerle
milkemmel doldurulmus dolgulu kolanlarda en diisiik teorik partikiiller arasi
hacim, toplam kullanilabilir hacmin % 26’simi1 olusturur. Pratikte ise bu deger
mikrokiirelerin i¢ porlarida dahil % 30-40 civaridir (Xie ve ark., 1999). Cevre

kontrol uygulamalarinda ve diger bircok ayirma islemlerinde basing diigmesinin
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az olmasi istenir ve diizgiin akis kanallariyla monolitler bu amag i¢in alternatif
olarak ele alinmaktadir. Monolitler bal petegi gibi diizenlenmis kanallardan
olugmaktadirlar. Kanallar altigen, daire, kare, liggen yapilarda olabilir ve hacmine
oranla oldukc¢a yiiksek bir yiizey alani ve diislik bir basing diismesine sahiptir.
Kanal olusumu ve sekli, hiicre yogunlugu, agikta olan kesit alani; en az uzunlugu
ve toplam c¢ap1 kadar Onemli parametrelerdir ve monolit liretimi sirasinda
degistirilebilmektedir. Ticari adsorpsiyon islemlerinde genellikle graniil veya
pelet yapisindaki malzemeler kullanilmakta olup monolit formundaki bir
malzemenin kullanilma ¢aligmalar1 daha yenidir.

Adsorpsiyon, hava buharindan ugucu organik kimyasallarin (UOK) geri
kazanimi i¢in kullanilan yontemlerden biridir. Graniil halindeki aktif karbon
(GAK), gecmiste en iyi adsorbent olarak ele alinmaktaydi. Fakat aginma ve
yiiksek basing diismesinden etkilenmekteydi; ¢ilinkii karbon graniil veya pelletler
seklinde dolgulu kolonlarda kullanilmaktaydi. Buna ek olarak karbon suya daha
yiiksek afiniteye sahiptir ve nemli hava buharinda c¢ok diisiik bir performans
gostermektedir. Bu amag icin silikalit monolitler, essiz organofilik/hidrofilik
karakterleri ve yiiksek sicakliklardaki kararliliklariyla uygun destek malzemeleri
olarak kullanilmaktadirlar. Silikalit monolitler GAK’ in tiim dezavantajlarini
yenmektedir.

Son zamanlarda monolitik malzemeler, kolay hazirlanabilirlikleri,
mitkemmel akis ozellikleri ve biyomolekiillerin saflastirilmalarinda geleneksel
kolonlara kiyasla yiiksek performanslar1 nedeniyle saflastirma sistemlerinde yeni
duragan faz olarak kullanilmaktadir (Xie ve ark., 1999; Uzun ve ark., 2004).
Monolitlerin hedef molekiillere karsi seciciligi molekiiler baskilama teknigi ile
artirtlabilir. Literatiirde baskilanmis polimerlerin yapay antikor, kimyasal sensor,
secici katalizor gibi potansiyel uygulamalarina ait 6rnekler bulunmaktadir (Wulff,
1995; Takeuchi ve Haginaka, 1999). Matsui ve ¢alisma grubu akrilik asit ve etilen
dimetakrilat kullanarak ilk baskilanmig monoliti hazirlamistir ve bu malzemelerin
diaminofithalin izomerlerinin ve fenilalanine enantiomerlerinin ayrilmasinda

molekiiler tanima yetenekleri gosterilmistir (Matsui ve ark., 1993).
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1.4.2. Monolitlerin Gozenek Yapisi

Monolitlerin gozenek yapisi, yliksek akis hizlarinda miikkemmel bir
ayiriciliga olanak saglamaktadir. Benzer etkiler, biiylik gozeneklere sahip
orgiilerde de gozlenmektedir.

Gozeneklerden tam bir akisin gerceklesmesi, istenilen bir durumdur;
monolitik yataklarda bu biiylik oranlarda gerceklesmektedir. Bu kromatografik
yataklarda partikiil i¢i aktarimin performans iizerindeki pozitif etkisi, partikiiligi
aktarima izin veren partikiillerle doldurulmus yataklara gore daha biiyiiktiir. Bu
deneysel olarak da gosterilmistir.

Aragtirmacilar, monolitlerin gdzenek yapisi ve analitin hem konvektif hem
de difiizyon ile kiitle aktarimin1 gésteren bir model sunmuslardir (Sekil 1.4). Bu
teori, kiibik orgii olarak adlandirilan bir modele dayanmaktadir. Arastirmacilar
tarafindan sunulan bu model ile konvektif hizin ve monolit i¢erisine ¢6ziinenin
gbzenek diflizyon yetenegini tahmin etmek de miimkiindiir. Sekil 1.4’de bu agin

nasil modellendigi gosterilmektedir.

Kiresel gézenekli partikillerle Dolgulu kolonda Monolit sisteri Monolitierde
doldurulmus dalgulu kolon sistemi akig model akis modeli

1

L Gozeneklerara3| j

l F'artlkullgl Makrugozenekler_/
F'art|k£|||§| Mikrogézenekler

Konvekthk@ Kanallan l
Kornvektif akis icin .r

Makrogdzenekler

— Mikrogdzenekler

. v
¥ Kiresel gdzenekli x I

S partikillerin kesit alan

Sekil 1.4. Dolgulu kolon ve monolit sistemlerin gézenek ag modelinin sematik gdsterimi.

18



Monolitlere ait elektron mikroskobu fotograflari, sadece birlesen kiigiik
partikiiller ve olusan kanallar hakkinda bilgi verebilmektedir. Bundan dolayzi,
heniiz baglanmay1 nicel olarak gosteren yontem yoktur. Partikiillerin sahip oldugu
caplar1 yerine, difiizyon uzunluklari incelenmektedir. Gozeneklerin, monolitin
kirinim degerinden farkli bir degere sahip bir malzeme ile doldurulmasi, elektron

mikroskobu ile baglanmanin 6l¢iilmesinin temelini olusturmaktadir.

1.4.3. Kiitle Aktarim Ozellikleri

Geleneksel yontemlere gore monolitlerin daha iyi bir performans
gostermesi, genellikle arttirilmis kiitle transfer ozelligi ile agiklanmaktadir.
Ayirimi yapilacak molekiil gozenek igerisine difiizyonla degil konveksiyonla
ulagsmaktadir. Bu akis sisteminde saflagtirma islemi oldukga hizlidir. Partikil igi
aktarimin kiitle transferini artirmasi konusunda teorik ¢alismalar yapilmaktadir.
Polimetakrilat bazli monolitlerin artirilmis kiitle aktarimi bir¢ok arastirma grubu
tarafindan gosterilmistir. Gozenekler birbirine difiizyon yolu oldukca kisa olacak
sekilde baglanmiglardir. Monolitik kolonlarda film direng 6zellikleri de farklidir.
Film kalinlhiginin daha kiigiik ve alanin daha biiylik oldugu kabul edilmektedir.
Her iki etki artirilmis kiitle aktarimina sebep olmaktadir. Bu hipotezin varliginm
gostermek icin yapilan ¢calismalar devam etmektedir.

Monolitler ¢ok daha disiikk geri basing yapmasina ragmen; kolon
performansi, HPLC-tipi dolgulu kolonlarla  benzerlik  gostermektedir.
Polimetakrilat bazli monolitlerin spesifik gec¢irgenlikleri yaklasik 45 mm aralik
degerine sahip CIM (convective interaction media) diskleri gibidir. Monolitlerin
¢cok daha kiicik partikiillerden olustugu SEM fotograflarindan agikca
goriilmektedir. Dolgulu kolonda enerji kaybina sebep olan Eddy girdaplarina,
monolitik kolonlarda daha az rastlanmaktadir.

Monolitlerdeki adsorpsiyon kinetikleri, geleneksel yontemlerle aynidir.
Polimetakrilat bazli CIM-diskler, hareketli fazdaki yiiksek tuz derisimlerinde
proteinler ic¢in yiliksek baglanma kapasitesi gostermektedir. Bu diskler, yiiksek

yogunlukta (mmol mertebesinde) yumusak agaroz ve dextran bazli iyon
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degistiriciler gibi ligandlar da igermektedir. Bu ozellikleri CIM disklerin, ham
coOzeltilerden proteinlerin ayrilmasinda kullanimina olanak saglamaktadir.

Adsorpsiyon kinetigi, geleneksel kromatografiden farkli degildir ve ¢ok
hizli ayirma islemleri ig¢in smurlayic1 bir etken olabilir. Bundan dolayi, afinite
kromatografisi genellikle monolitlerle birlikte kullanilmaz. Son calismalarda,
pihtilagsma faktorlerinden biri olan Faktor VIII’in saflagtirilmasi i¢cin monolitlere
peptit immobilize edilmistir. Bu ¢alismada da yiiksek hizlarda, diisiik adsorpsiyon
kinetiginin smirlayici bir etken oldugu gosterilmistir. Bir diger c¢aligmada,
polimetakrilat monolitler lizerine monoklonal antibadiler immobilize edilmistir.
Maya icerisinde {iretilen ¢esitli model proteinlerin geri kazaniminin ve
ayiriciliginin, genis bir hiz araliindan bagimsiz oldugu belirlenmistir. 2 mm
yiiksekligindeki kiiciik diskler kullanildiginda, ¢ok yiiksek akis hizinda (35
cm/dakika) c¢alisilsa bile, baglanma i¢in gerekli olan etkilesim siiresi
bulunmaktadir.

Monolitlere protein adsorpsiyonunda kati difiizyonunun ne derece bir rol
oynadig1 heniiz tam olarak belirlenememistir. Yiiksek tuz derisimlerinde, oldukca
yiiksek bir baglanma kapasitesi elde edilmektedir. Bu durum, proteinler tarafindan
ulasilamayan fakat tuz iyonlar1 tarafindan ulasilabilen gozenek kesimlerinin
varligr veya kati diflizyonuna yatkinlikla agiklanabilmektedir. Monolitik sabit
fazlar, dolgulu kolonlara bir alternatif olarak gelecek vaat etmektedir. Hem
hazirlanmalart kolay hem de smirsiz kimyasal imkanlar sunmaktadirlar. Ayrica
dolgulu kolonlarin birgok dezavantajin1 elimine etmektedirler. Dolgulu
kolonlardan farkli olarak, kapilerin i¢ duvarma kimyasal baglanmalar1 sonucu
miikemmel bir yapisal kararliliga sahiptirler.

Monolitik malzemeler, tek basamakta ¢ok dar kanal boyut dagiliminda
kolaylikla hazirlanabilmektedirler. Fotokimyasal baglaticili polimerizasyonla
monolitler  hazirlanabilmekte; bu  monolitlerin ~ spesifik  yilizey alam
ayarlanabilmektedir. Bu yontem monolit teknolojisinin minyatlir analitik
sistemlerin gelistirilmesi i¢in uygun oldugunu gdostermektedir (Svec ve ark. 2000).

Monolitler, proteinlerin ve poliniikleotidlerin hizli ayrilmasinda ve islem
kontrollerinde basariyla kullanilmaktadirlar. Monolitler iizerine yapilan tiim

caligmalarin ortak 6zelligi, hizli ayirma kapasitesinin belirlenmesi ve enzimatik

20



dontisiimlerde kullanilabilirliliklerinin tayinidir. FVIII-vWF gibi olduk¢a biiyiik
molekiiller bile (1.000.000 Da’dan daha biiyiik kiitleli yapilar) hizli bir islemle
saflagtirilabilmektedir. Uygun monolitik tiiplerin hazirlanmasiyla iiretim 6lgeginin
biiyiitiilmesi de miimkiindiir. Capla birlikte akis profilinin degismesi, monolitik
kolonun ayriciligini etkilememektedir. Ciinkii kiitle transferinin konvektif oldugu
ve hizdan etkilenmedigi belirlenmistir.

Monolitler, biyoteknolojide analitik ve preparatif uygulamalar icin
alternatif bir ayirma ortami olarak {izerinde ¢alisilmasi ve yeni yapilarin

gelistirilmesi gereken olduk¢a 6nemli bir aragtirma konusudur.

1.5. Enzimler

1.5.1. Enzimlerin Kisa Tarihcesi

Enzimler biyolojik hizlandiricilardir (katalizor). Kendileri herhangi bir
degisime ugramadan canli sistemlerde olusan kimyasal tepkimelerin hizini
artirirlar.

Biyokimyanin tarihsel gelisiminde enzimlerle ilgili aragtirmalar 6nemli yer
tutar. Biyolojik kataliz ilk kez 1700’li yillarin sonunda mide salgilartyla etin
sindirilmesi ¢aligmalariyla tanimlandi.1800°1i yillarin baglangicinda cesitli bitki
0zleri ve tlikriikle nisastanin sekerlestigi gozlendi. 1850’1 yillarda Louis Pasteur,
maya hiicreleri ile sekerin alkole mayalanmasinin (fermentasyon) , “fermentler”
olarak tanimladigi maddelerce katalizlendigini ileri siirdii. Pasteur, fermentleri
canli maya hiicrelerinin ayrilmaz bir parcasi olarak diigiindii ve bu goris
‘vitalizm’ olarak uzun yillar devam etti.

1897°de Eduard Buchner, maya hiicreleri Oziitlerinin de sekeri alkole
mayalayabildigini gosterdi. Boylece mayalanmay1 saglayan molekiillerin hiicre
disina c¢ikarildiktan sonra da islevsel olduklari anlasildi. Frederick W.Kiiche, bu
molekiilleri Yunanca “ enzymos” kokiinden olan ve “maya i¢ginde” anlamina gelen
enzim olarak tanimladi.

Enzimolojinin hizli gelisimi 20.yy’da gergeklesti. 1903’te Victor Henri ve

1913’te Michealis ve Menten’in enzimatik hidrolizin kinetik modellerini
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gelistirmelerinden sonra enzimlerin ~ Gzelliklerinin ~ belirlenmesine iliskin
calismalarda miithis bir artis gozlendi. Bugiine kadar cesitli canli sistemlerden
yilizlerce farkli enzim saflastirildi, bunlarin birgogunun aminoasit dizilimleri
belirlendi ve kristalleri elde edilerek {i¢ boyutlu yapilart aydinlatildi. Bazi
enzimlerin endiistriyel siliregclerde kullanimlar1 gergeklesti ve enzim teknolojisi

denen bir alan dogdu.

1.5.2. Enzimlerin Biyosentezi

Canli sistemlerdeki enzim biyosentezi yagsamin devami i¢in biiyiilk 6nem
tasimaktadir. Canliligin biitiin evrelerinde sabit ya da degisen diizeylerde
ayarlanan enzimatik aktiviteler sayesinde metabolizmanin diizenli bir sekilde
ylriimesi saglanir. Enzimlerin dogal ortamlarindaki kararliliklart enzimden
enzime degisiklik gosterse de genel olarak yar1 dmiirleri siirli bir siireye karsilik
gelir. Ozellikle baz1 metabolik proseslerin regiilisyonlarinin saglanmasi agisindan
bu sinirlt yart 6miir biiylik 6nem tasir. Sonug olarak her ne sebeple olursa olsun
canli sistemler i¢indeki enzimlerin de diger proteinlerde oldugu gibi siirekli bir
yikim i¢inde oldugu aciktir. Canliligin devami i¢in bu siirekli yikima karsilik
enzim aktivitelerini yeterli diizeylerde tutabilmek amaciyla kontrollii bir sekilde
yiirliyen bir enzim biyosentezi gerceklesmektedir.

Enzimler kimyasal yapi1 bakimindan protein siifi maddeler olmalari
sebebiyle sentezlerinin protein sentezinden bir farki yoktur. Herhangi bir enzimin
yapisi da iliskili oldugu yapisal gendeki DNA baz dizisi tarafindan belirlenir. Bu
genetik bilgi transkripsiyon ile m-RNA ya aktarilir. Ribozomlarda, transfer RNA
ve iligkili faktorlerin de yardimiyla “her ii¢ baz bir aminoaside karsilik gelir”
temel prensibi dogrultusunda niikleik asit baz dizisi proteinin (enzimin) aminoasit
dizisine ¢evrilir. Sentez devam ederken enzim molekiilii, {i¢ boyutlu yapisini
olusturmaya baslar ve sentez bitip ribozomdan ayrilmasini takiben aktif formu
olusturmak tiizere katlanmaya ugrar. Enzimlerin ¢ogu protein yapisinda olduklari
i¢in sentez sonrasi ¢esitli modifikasyonlar gerceklesir. Bunlarin yani sira 6zellikle
proteolitik enzimlerin biyosentezi kendine 6zgii nitelikler tasir. S6zkonusu

enzimler, sentezlenmis olduklar1 pankreas ve mide gibi organlar1 yikima
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ugratmamak amaciyla proenzim veya zimojen adi verilen inaktif formda
olusturulurlar. Bu enzimler ancak faaliyet gosterecekleri bolgeye ulastiklarinda
bazi peptit baglarimin kopmasi ve birkag aminoasitten olusan pargalarin

ayrilmasindan sonra aktif forma doniisiirler (Telefoncu, 1997).

1.5.3. Enzimlerin Adlandirilmasi ve Siniflandirilmasi

Enzimlerin belirlenmesine ydnelik c¢aligmalarin ilk yillarinda, bulunan
enzimlere herhangi bir ayrintili sistematik kural olmaksizin verilen isimler,
sayillariin azligit nedeniyle 20.yy’in ortalarina kadar Onemli bir problem
olusturmamistir. Ancak 1950’lerin sonlarina dogru enzimolojik arastirmalarin
hizla gelismesi sonucunda, bulunan enzimlerin sayisindaki artis ayn1 enzime farkli
arastirmacilar tarafindan degisik isimlerin verilmesi sonucunu dogurmustur.
Enzimlere verilen isimlerin ¢ogu zaman o enzimin katalizledigi reaksiyonla hi¢bir
ilgisinin olmamas1 6nemli karisikliklara yol agmistir. Bu karmasay1 engellemek
amaciyla Uluslararasi Enzim Komisyonu tarafindan 1956 yilinda enzimlerin
adlandirilmasi ve siniflandirilmasina yonelik ¢calismalar yapilmistir.

Uluslararas1 Enzim Komisyonunun g¢alismalar1 dogrultusunda enzimlerin
adlandirilmasinda ii¢ temel ilke gézoniine alinmistir. Bunlar;

a) Enzimlerin isimleri —az son eki alirlar. Bu ilke sadece tek bir reaksiyon
katalizleyen enzimler i¢in gegerli kabul edilmis olup birden ¢ok enzimi igeren
sistemlere uygulanamaz.

b) Enzimler katalizledikleri reaksiyona gore adlandirilir ve
siiflandirilirlar. Burada dikkate alinan sadece enzimin katalizledigi reaksiyondur.
Enzimin aksiyon mekanizmasi, araiiriinler, kofaktor ya da prostetik gruplar
normalde isme dahil edilmezler. Bu nedenle herhangi bir enzim, katalizledigi
reaksiyon tam anlamiyla tanimlanana kadar sistematik olarak isimlendirilemez.

¢) Enzim komisyonunun (E.C.) belirledigi temel ilkeler dikkate alinarak
yapilan bir adlandirma, reaksiyonun geri doniisli oldugu deneysel olarak
gosterilmis olsa da biitiin enzim siniflarinda, reaksiyonun sadece dikkate alinan

yoniinii ifade eder.
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Genelde herhangi bir enzimin biri sistematik digeri 6nerilen olmak {iizere
iki ismi bulunur. Onerilen ismi geleneksel ismi olarak da adlandirilabilir. Onerilen
isim yaygin olarak kullanilan ve daha basit olan isimdir. Bir enzimin sistematik
adi1 ve E.C. kod numarasi belirlendikten sonra onerilen ismin kullanilmasinda
hicbir sakinca yoktur ve bu yondeki uygulamaya literatiirde yaygin olarak
rastlanmaktadir.

1961 yilindaki ilk enzim komisyon raporuna gore enzimler katalizledikleri
reaksiyon tiiriine gore alt1 ana sinifa ayrilmislar ve bu siniflarda yer alan her enzim
EC olarak kisaltilmig ve 4 rakamdan olusan kod numarasiyla karakterize
edilmistir. EC numarasimin kapsadigi dort rakamdan ilki enzimin alt1 ana siiftan
hangisi i¢inde yer aldigini, ikinci rakam alt sinifi, {iclincli rakam alt-altsinifi ve
dordiincii rakam ise alt-alt siniftaki seri numarasini ifade eder.

Enzimlerin alt1 ana sinifi ise asagidaki sekilde 6zetlenebilir;

1. Oksidorediiktazlar: Redoks reaksiyonlarmi katalizleyen enzimler bu
siifta yer alirlar. Katalizledikleri reaksiyonlarin 6zelligine gore Onerilen isimler
acisindan  dehidrogenaz  veya rediiktaz olarak da  adlandirilabilirler.
Katalizledikleri indirgenme reaksiyonlarinda akseptor olarak oksijeni kullanan bu
siiftaki enzimler oksidaz olarak adlandirilirlar

2.Transferazlar: Metil, acil, amino, glikozil ya da fosfat gibi spesifik bir
grubun bir maddeden digerine transferini katalizleyen enzimler transferazlar
olarak adlandirilirlar.

3.Hidrolazlar: Hidrolazlar, C-O, C-N, C-C ve bazi diger baglarin
hidrolitik yikimini katalizler. Onerilen isim basitge substrat ismine —az sonekinin
getirilmesiyle olusur.

4.Liyazlar: Liyazlar, C-C, C-O, C-N ve diger baglarin eliminasyon
yoluyla yikimini katalizleyen enzimlerdir. Bazi liyazlarin 6nerilen isimlerine
ornek olarak dekarboksilaz, aldolaz, dehidrataz (sirasiyla CO,, aldehit ve suyun
eliminasyonu) verilebilir.

5.i1zomerazlar: Izomerazlar, bir molekiil igindeki geometrik ya da yapisal
yeniden diizenlemeyi katalizleyen enzimlerdir. Katalizledikleri degisik
izomerasyon tiplerine gore bazilar1 rasemaz, epimeraz, izomeraz, tautomeraz,

mutaz ya da sikloizomeraz gibi 6nerilen isimler alabilirler.
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6.Ligazlar: Ligazlar, ATP ya da diger bir niikleozittrifosfatdaki bir
pirofosfat baginin hidrolizi yardimiyla iki molekiilii birbirine baglayarak sentez

gerceklestiren enzimlerdir (Telefoncu, 1997).

1.6. Enzim immobilizasyonu

Enzimler dogal durumda suda ¢dziiniirler. Endiistriyel uygulamalarin ¢ogu
sulu c¢ozeltilerde gerceklestirildiginden katalizor olarak serbest enzimlerin
kullanilmas1 sakincalara neden olur. Serbest enzim ile gerceklestirilen bir
reaksiyonun durdurulmasi, enzimin istenilen anda ortamdan uzaklastirilmasi
ancak spesifik inhibitér kullanilarak saglanabilir. Bu durumda serbest enzim
tarafindan kirletilmis olan reaksiyon {iriin veya iiriinlerine yeni bir kirlilik katilmig
olur. Uriinlerin bu kirlilikten aritilmasi gii¢ oldugu kadar masraflidir.

Ayrica enzimatik reaksiyonun inhibitér kullanilarak durdurulmasi
katalizériin potansiyelinden tam olarak yararlanilmasini engeller. Inhibitor
katilmasa bile serbest enzimi reaksiyon ortamindan aktivitesini yitirmeden geri
kazanmak ve yeniden kullanabilmek olanaksizdir.

Enzimi reaksiyon ortamindan aktivitesini yitirmeden, istenilen anda ve
kolay bir islemle uzaklastirmaya olanak saglayan ¢6ziim yolu enzimlerin
immobilizasyonudur.

Suda ¢oziinen ve ¢ozeltide serbest hareket edebilen enzim molekiillerinin
suda ¢oziinmeyen reaktif bir polimer tasiyiciya baglanarak, yine ¢dziinmeyen
ylizey aktif tasiyicilarda adsorplanarak, bifonksiyonel reaktiflerle c¢apraz
baglanarak ve polimer matrikste, yari-gecirgen membran veya mikrokapsiillerde
tutuklanarak hareketinin = sinirlandirilmas1  olaymna “immobilizasyon”  denir

(Telefoncu, 1993).

Immobilize enzimin dogal (serbest) enzime gére iistiinliikleri sunlardir;
e Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir (siizme,
satrifiijleme v.b) ve tirlinlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi
bir problem yaratmaz.

e (Cevre kosullarina karsi (pH, sicaklik v.s) daha dayaniklidir.
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e Bircok kez ve uzun siire kullanilabilir.

e Siirekli islemlere uygulanabilir.

e Dogal enzime kiyasla daha kararhdir.

e Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

e Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in uygundur.

e Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite

gosterebilir.

¢ Enzimin kendi kendini par¢alama olasilig1 azalir.

e Mekanistik ¢aligmalar i¢in uygundur (Telefoncu, 1993).

Son yillardaki gelismeler sayesinde enzimlerin endiistriyel proseslerdeki

kullanimi daha da hiz kazanmistir (Ikehata ve Buchanan 2004). Ozellikle susuz-

enzimatik proseslerdeki ilerlemeler, iiriin ve enzim geri kazanimi1 yoniinden bir¢ok

arastirma grubunun ilgisini ¢ekmistir (Gupta, 1992; Braco, 1995; Krishna, 2002).

Cizelge 1.2°de endiistriyel uygulamalari olan bazi enzimler verilmistir.

Cizelge 1.2. Endiistriyel uygulamalari olan bazi enzimler

Enzim Substrat Uriin
Glukoz izomeraz Glukoz Fruktoz
Penisilin acilaz Penisilin 6-Aminopenisilanik asit
Lipaz Trigliserit Kakao yag1
Aspartik asit Fumarik asit L-Aspartik asit
amonyaliyaz
Uygun immobilizasyon matriksi iiretim prosesini

etkileyen farkli

ozelliklere bagh olarak secilir (Tischer ve Wedekind 1999). Bu ozellikleri su

sekilde siralayabiliriz;

a- Yiizey alam1 ve porozite

Yiiksek yiizey alam (> 100 m® / g), enzim yiiklemesi acisindan oldukea

onemli ve istenen bir durumdur. Yiiksek porozite ise substratin enzime ulasip
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onunla etkilesmesi agisindan oOnemlidir. 30 nm’den biiylikk por biiytkligi
immobilizasyon prosesi siiresince enzim difiizyonu i¢in idealdir.

b-Yiizey fonksiyonel gruplar:

Matriks tlizerine enzim yiikleme miktari, yiizeydeki fonksiyonel grup
yogunluguna da baglidir. Fonksiyonel grup se¢imi aktivite verimini de etkiler.

c-Mekanik ve kimyasal kararhhk

Matriksin enzim aktivite kaybinin Onlenmesi ve prosesin siirekliligi
acisindan kimyasal ve mekanik yonden kararli olmasi gerekir.

d-Hidrofobik/hidrofilik yap:

Matriks ile s1v1 faz arasindaki uyum substrat ve iiriin degisimi agisindan

olduk¢a 6nemlidir (David, 2004)

1.6.1. Tutuklama

Prensip olarak tutuklama, enzim molekiiliinii belirli bir ortamda durmaya
zorlamaktir. Enzim bulundugu g¢evreden disariya ¢ikamaz. Bu islem polimer
matriks i¢indeki kafeslerde gergeklestirilecegi gibi yar1 gegirgen membranlar
icinde mikrokapsiilleme ve miseller ile de gerceklestirilebilir. Bu yontemi capraz
baglama ya da ylizey immobilizasyonundan ayiran en 6nemli 6zellik enzim
molekiiliinlin fiziksel veya kimyasal olarak herhangi bir tagiyiciya baglanmamis

olmasidir.

1.6.1.1. Polimer Matrikste Tutuklama

Polimerizasyon ve c¢apraz baglamanin olustugu ortamda enzim de
bulundugu takdirde enzim ¢apraz baglama sonucu olusan odaciklara (kafes)
tutuklanmaktadir. Bu amagla en ¢ok kullanilan polimer N,N’-metilenbisakrilamid
ile ¢apraz baglanmig poliakrilamiddir.

Yontem, yiiksek derecede ¢apraz bagli bir polimerin enzim ¢ozeltisi iginde
olusturulmasi temeline dayanir. Polimerlesme sonucu enzim molekiilleri ¢apraz
baglar1 arasinda tutuklanmakta ve bdylece ana c¢Ozeltiye gegmeleri

engelenmektedir. Bu durum Sekil 1.5°de sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 1.5. Enzimlerin polimer matrikste tutuklanmasi

Capraz bag yiizdesi Oyle ayarlanmalidir ki, enzim molekiileri
tutuklanabilsin ama substrat molekiillerinin enzim molekiillerine ulasmasina engel
olunmasin. Capraz bag yiizdesinin asir1 olmasi substratin enzim aktif merkezlerine
ulagmasin1 engellemekle kalmayip enzimin zincir yapisin1 da zorlayip aktivite
kaybina veya tamamen inaktif olmasina neden olabilir. Bu nedenle optimal bir
capraz bag yiizdesi saptanmasi énemlidir. Bu oran enzime ve tasiyiciya bagimli
olarak degisir. Uygun ¢apli substrat molekiilleri polimer kafes i¢inde tutuklanmig
enzim molekiillerine ulasir ve reaksiyon iirlinleri de disar1 ¢ikar. Tutuklama
yontemi ile immobilize edilecek enzimin substratinin kiicliik molekiillii olmasi
gerekir. Bu tip immobilizasyon ilk kez 1963 yilinda tripsin, kimotripsin ve diger
bazi enzimlerin immobilizasyonunda kullanilmistir (Telefoncu, 1997).

Molekiil agirligit 15.000 den fazla olan enzimlerin immobilizasyonlari
olduk¢a kolaydir. Bu tiir immobilizasyon isleminde en ¢ok kullanilan tastyicilar
hidrofilik temele dayali poliakrilamid jeli ve jel olusturan polisakkaridlerdir
(Kawashima, 1987). Ayrica silikon lastigi ve silikajel de kullanilmaktadir.
Tutuklama yaninda 6zelikle yiiklii polimerlerde fiziksel adsorpsiyonun da etkin
oldugu saptanmistir.

Bu yontemle immobilize edilen bir enzimin asil 6zelliklerinde bir degisme
beklenmez. Ancak tastyicinin tipi enzimatik reaksiyonlar bolgesel mikrogergeve
etkilerinin olusmasina neden olmaktadir. Ornegin tastyicinin yiiklii olmas1 énemli
bir etkendir. Kserojel tipi silikajel pH 3 ve daha yiiksek pH degerlerinde negatif
yiklidiir. Buna karsilik poliakrilamid jeli, nisasta ve silastik regineler ise

elektrikge notraldirler. Tastyicimin  yiiklii  olmasi  immobilize  enzimin
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ozelliklerinde dogal enziminkine kiyasla c¢ok oOnemli degismelere neden
olmaktadir.

Bu yontemin yararlari; ¢cok kolay uygulanmasi, gergek bir fiziksel yontem
olusu ve ¢ok az miktar enzimle gerceklestirilmesidir. Notral, suda ¢éziinmeyen
tagiyicilarla da immobilizasyon gergeklestirilmekte ve kimyasal bir baglanma
olmadigindan yiiklii tastyictya gerek duyulmamaktadir.

Y 6ntemin sakincalar ise; immobilizasyon islemi sirasinda inaktivasyonunun
deney kosullarina ¢ok siki bagimli olusu ve immobilize enzimin ancak kiigiik

molekiillii substratlara karsi iyi bir aktivite gostermesidir.

1.6.1.2. Membran Yapisi Icinde Hapsetme

Bu yontemde enzimler yar1 ge¢irgen membranlar arasinda alikonulur. Yari
gecirgen zar biiylik molekiil agirlikli enzimi alikoyarken diisiik molekiil agirlikli
bilesiklerin (substrat ve iiriin) disar1 difiize olmalarina izin verir.

Membran yapist i¢inde hapsetme mikrokapsiillerde tutuklanarak da
gergeklestirilir. Enzim yar1 gegirgen membran tarafindan kusatilmis kiiciik bir
kiire icinde tutulur. Yar1 gegirgen membran olarak naylon, seliiloz, poliakrilat
kullanilir.

Tutuklama yonteminin baz1 dezavantajlar1 vardir. Bunlar; enzimin ¢ozelti
icine sizmasi, enzim aktivitesinde ve kararliliginda azalma ve mikrogevresel

kosullar iizerinde kontroliin azalmasidir.
1.6.2. Yiizey Immobilizasyonu
Bu yontemle enzimi destek materyaline baglamada bir protein olan enzim

molekiiliiniin yapisindan yararlanilir. Molekiil yiizeyindeki fonksiyonel gruplar,

iyonik gruplar ve hidrofobik bolgeler bu baglanmada rol alirlar
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1.6.2.1. Adsorpsiyon

Enzimin zayif fiziksel kuvvetlerle (Van Der Waals) destek materyalinin
ylizeyine baglanmasidir. Enzimin aktif bolgesi etkilenmez. Enzim desorpsiyonu
ozellikle giiclii hidrodinamik kuvvetler varliginda 6nemli bir problemdir.

Destek materyalleri ¢ok degisik tiirde olmakla birlikte iyi bir adsorpsiyon
saglayabilmek icin genellikle destek materyalinin bir 6n islemden gegirilmesi
gerekmektedir. Bir enzimin suda ¢dziinmeyen destek materyaline adsorpsiyonu
pH, ¢oziicii, iyonik siddet ve sicaklik gibi faktorlere baghdir. Bu faktorlerin
aragtirilmasi, adsorpsiyon ve aktivitenin 6nemli Olgiide geri kazanilmasi igin
optimal kosullarin saptanmasi ¢ok dnemlidir. Adsorpsiyon isleminin mekanizmasi
genellikle ¢ok karisik olup bir olasiliktan hangisinin gercekleseceginin dnceden
saptanmasi ¢ok giictiir.

Prensip olarak bir proteinin aktif ylizeylerde adsorpsiyonu tersinir bir
islem olmalidir. Ancak bazi durumlarda (kaolenitte adsorplanmis {ireaz) tersinir
olmayan bir adsorpsiyon sdzkonusu olabilmektedir. Eger aktivite sabit kaliyor ve
immobilize enzim siirekli islemlerde kullanilabiliyorsa bu tiir adsorpsiyon enzim
immobilizasyonu icin ideal durumdur. Desorpsiyon, reaksiyon {iriinlerinin
kirlenmesine ve aktivitede siirekli bir degismeye neden olur.

Adsorpsiyon yonteminin yararlarini su sekilde siralayabiliriz;

Enzim immobilizasyon iglemi oldukg¢a basittir.

. Immobilizasyon islemi kolay oldugu gibi cok yumusak kosularda

gerceklesmektedir

. Degisik bicim ve yiikteki tagiyicilar1 segme olanagi verir.

Yontemin sakincalarin1 ise su sekilde siralayabiliriz; Her ne kadar
immobilizasyon islemi kolaysa da optimal kosullarin saptanmasi ¢ok giictiir. Eger
enzim ile tastyici arasinda kuvvetli bir baglanma yoksa bu durumda desorpsiyon
sonucu enzim serbest halde reaksiyon ortamina gegmekte ve iriinlerin
kirlenmesine neden olmaktadir. Enzim desorpsiyonu Ozellikle substrat

konsantrasyonunun yiiksek oldugu durumlarda hi¢ istenmeyen bir durumdur.
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Adsorpsiyon ile enzim immobilizasyonu Sekil 1.6’da sematik olarak

verilmistir.

-u- ,._,,.

Sekil 1.6. Enzimlerin adsorpsiyon ile immobilizasyonu

1.6.2.2. iyonik Baglama

Bu yontem, iyon degistirme yetenegine sahip suda ¢oziinmeyen
tastyicilara enzimin iyonik olarak baglanmasi temeline dayanir. Bazi durumlarda
iyonik baglama yaninda fiziksel adsorpsiyon da etkili olmaktadir.

Iyonik baglama c¢ok yumusak kosullarda gergeklestiginden enzimin
konformasyonunda ve aktif merkezde degisiklige neden olmaz. Ancak enzim ile
tasiyici arasindaki bag kovalent bag kadar giiclii olmadigindan bazi durumlarda
yilizeyden enzim kacis1 s6zkonusu olabilmektedir. Sekil 1.7°de enzimlerin iyonik

olarak immobilizasyonu verilmistir.

Sekil 1.7. Enzimlerin iyonik olarak immobilizasyonu
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1.6.2.3. Kovalent Baglama

Enzim ve destek maddesinin fonksiyonel gruplar1 arasinda kovalent
baglanma olusmasit sonucu enzimin destek yilizeyinde alikonulmasidir. Bu
fonksiyonel gruplar enzimin aktif bolgesine ait degildir.

Enzimin tagiyiciya kovalent baglanmasinda dikkat edilecek 6nemli nokta,
baglanmanin enzim aktivitesi i¢in zorunlu gruplar iizerinden olmamasi ve
baglanma sirasindaki sterik engellemeler nedeni ile bu gruplarin rahatsiz
edilmemesidir. Tasiyictya kovalent baglanma enzim zincirindeki aminoasitlerin

tasidig1 fonksiyonel gruplar tizerinden gercgeklesir (Sekil 1.8).

g

Sekil 1.8. Aminoasit yan zinzirlerinin reaktif gruplar

1: N-Terminal aminoasitlerin amino grubu

2: C-Terminal aminoasitlerin, aspartik ve glutamik asidin serbest karboksil
gruplari

3: Sisteinin siilthidril grubu

4: Metiyoninin tiyoeter grubu

5: Histidinin imidazol grubu

6: Argininin guanidil grubu
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7: Tirozinin fenolik grubu

8: Triptofanin indolil grubu

Enzim immobilizasyonunda kullanilan tasiyicilar reaktif degillerse yardimci
bir reaktif ile aktive edilmeleri gerekir. Immobilizasyon ¢ok yumusak kosullarda
(Oda sicakligi, notral pH v.b) gergeklestirilmelidir. Tasiyic1 suda ¢dziinmemeli
ancak biiylik 6l¢iide hidrofobik karakterli de olmamali, suda 1slanabilmeli, ayrica
mekanik kararli olmalidir. Bu tiir tagiyicilarin se¢ciminde enzim-tastyict baginin
aktivite i¢in zorunlu gruplar iizerinden olmamasi yaninda tasiyicinin enzim
tarafindan pargalanmamasi, mikroorganizma iiremesine olanak vermemesi, pH ve
coziiclilere kars1 dayanikli olmasi gibi 6zellikler tasimasina dikkat edilmelidir.

Sekil 1.9’da enzimlerin kovalent olarak immobilizasyonu gosterilmistir.

Sekil 1.9. Enzimlerin kovalent olarak immobilizasyonu

1.6.2.4. Selat Baglama

Baz1 gecis metallerinin selat yapma oOzellikleri sayesinde enzimlerin
organik ve inorganik tasiyicilara baglanmasi miimkiindiir. Yontem ilk kez 1971
yilinda uygulanmig (Novais, 1971) olup daha sonra da kullanilmaya devam

edilmistir (Kennedy ve Cabral 1985).
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1.6.2.5. Biyospesifik Baglama

Enzimler ile antikorlar ve lektinler arasindaki biyospesifik etkilesimden
yararlanarak enzimler imobilize edilebilir. Lektinler spesifik karbohidrat
artiklarin1 igeren enzimlere kuvvetlice baglanirlar. Ornegin bu ydntemle
immobilize edilen invertaz, sakarozun kesiksiz doniisiimiinde kullanilmistir (Igbal
ve Saleemuddin 1985). Spesifik monoklonal antikorlar1 suda c¢oziinmeyen
materyale baglayarak hazirlanan tagiyicilar enzim immobilizasyonunda basgaril bir

bicimde kullanilmaktadir (Solomon ve ark. 1987).

1.5.3. Enzim Molekiilleri Arasinda Capraz Baglama

Kiigiik molekiillii bi- veya multi- fonksiyonel reaktifler enzim molekiileri
arasinda baglar yaparak suda ¢oziinmeyen komplekslerin olugsmasini saglarlar.
Capraz  baglanma derecesi ve immobilizasyon, protein ve reaktif
konsantrasyonuna, pH ya ve immobilize edilecek enzime baghdir.

Bu yontem ile enzim immobilizasyonu dort farkli sekilde gergeklestirilir.

a) Enzimin yalniz bifonksiyonel grup ile reaksiyonu

b) Enzimin ikinci bir protein varliginda bifonksiyonel reaktif ile

reaksiyonu

c¢) Enzimin suda ¢Ozlinen bir tastyicida adsorpsiyonundan sonra

bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu

d) Enzimin bifonksiyonel reaktif tarafindan aktive edilmis polimer

tastyict ile reaksiyonu

En ¢ok kullanmilan c¢apraz baglama reaktifleri  glutaraldehit,
karbonildiimidazol, heterosiklik halojeniirler, bioksiranlar, divinilsiilfonlar, p-
benzokinon ve epiklorhidrinlerdir. Sekil 1.10°da enzim molekiilleri arasindaki

capraz baglanma sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 1.10. Enzim molekiilleri arasinda ¢apraz baglanma

Capraz baglama reaksiyonu ¢ok yumusak kosullarda ger¢eklesmediginden
bazi durumlarda Onemli Olclide aktivite kaybi sozkonusudur. Capraz bagh
enzimler mekanik bakimdan c¢ok kararsizdir ve simdiye kadar yalnizca

immunolojik testlerde kullanilmiglardir.

1.7. Penisilin Amidohidrolaz (Penisilin Acilaz)

Penisilin agilaz (PA) (EC 3.5.1.11), penisilin molekiiliindeki lineer
amid/a¢il baginin hidrolizi ile B-laktam g¢ekirdek, yar1 sentetik penisilinlerin
sentezindeki anahtar hammadde olan 6-aminopenisillanik asit (6-APA) ve ilgili
organik asit olusumu ile sonuglanan reaksiyonu katalizler. Sekil 1.11°de penisilin

molekiiliiniin hidrolizine iliskin reaksiyon verilmistir.

o OH
H 0

H Hahd =
HM, 2 T z .8 H

5. "M Penisilin acilaz )
H W CHs —_— - CHy +

i

CooH
o A . 4 COOH
Fenisilin B-Aminopenisillanik asit Fenilazetik
(B-APA) asit

Sekil 1.11. Penisilin molekiiliiniin hidrolizi
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Yar1 sentetik penisilinler enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde yogun
olarak kullanilan antibiyotiklerdir. Dolayisiyla bunlarin iiretimi ve tiikketimi igin
diinyada biiylik bir pazar olusmustur. Yar1 sentetik penisilinler, antibakteriyel
aktiviteden sorumlu f-laktam halkas1 iceren ve ana penisilin ¢ekirdegi olarak
adlandirilan 6-APA’ya amino grubundan farkli yan zincirler baglanmasiyla elde
edilirler. Bu nedenle yar1 sentetik penisilinlerin liretiminde 6ncelikle 6-APA’nin
elde edilmesi zorunludur. 6-APA penisilin G yada penisilin V’den kimyasal ya da
enzimatik siirecle elde edilir. Sekil 1.12°de goriildigi gibi 6-APA’nin kimyasal
yolla iiretiminde 2 ardisik reaksiyonun gerceklestirilmesi gerekir. Bu reaksiyonlar
bircok kompleks ya da basit organik ya da inorganik katalizore ihtiya¢ vardir.
Ayrica -40 °C, 0 °C gibi diisiik sicakliklarda ¢alisma zorunlulugu vardir ve bu
sicakliklarin saglandig1 6zel reaksiyon tasarimlari gerekir. Bunlarin yani sira her
reaksiyon iiriinii i¢in bir saflagtirma siirecinin gelistirilmesi ve kullanilmasi

zorunlulugu vardir.

HoN

H
S CH3 ? S CH3
Penisilin agilaz =~ " {
CHy —— = CHs
N
Enzimatik
COOH 3 A COOH
H
Penisilin G yada V 6-APA
(R:Ph veya PhO)
Piridin PCls
Me;SiCl ROH
Kimyasal
R\"/o
H
) B CHs
HW CHs
OOSiMes

Sekil 1.12. Enzimatik ve kimyasal yolla 6-aminopenisillanik asit (6-APA) tiretimi
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Enzimatik siirecte ise penisilin molekiilii 37 °C gibi 1limli kosullarda ve
sulu ortamda enzimatik kataliz ile tek kademeli bir reaksiyon ile elde
edilmektedir. Diger taraftan kimyasal siire¢ her biri ciddi ¢evre kirligine neden
olan toksisitesi yiiksek kimyasallarin kullanimimi zorunlu kilarken, enzimatik
siire¢ icin gerekli kimyasallar ¢ok daha az cevre kirliligi yaratmaktadir ve
kimyasal siirecten daha az sayida kimyasala ihtiya¢ vardir. Biitiin bu hususlar goz
Online alindiginda enzimatik siirecle 6-APA {iretiminin kimyasal siire¢le olan
tiretimden daha kolay, daha ekonomik ve daha ¢evre dostu oldugu goriilmektedir.
Bu nedenle bugiin biitiin diinyada 6-APA yalniz enzimatik siirecle iiretilmektedir.

6-APA’nin ticari liretiminde penisilin amidohidrolaz (PA) katalizor olarak
kullanilmaktadir. Bu endiistriyel uygulama kismen saflastirilmis enzimatik
cozeltilerden  farkli  enzim  immobilizasyon  teknikleri  uygulanarak
gerceklestirilmektedir. 6-APA’nin iiretiminin yiiksek maliyeti genellikle, son
yillardaki gelismelere karsin, diisilk geri kazanim saglayan enzim saflastirma
basamagindan kaynaklanmaktadir. Cok basamakli islemlerde PA saflagtirilmasi
icin farkli teknikler kullanilmaktadir. Bu yontemlerin ¢ogu hidrofobik etkilesim
temeline dayalidir. Ancak bu yOntemler yiiksek aktivite kaybi ile geri kazanim
saglamaktadir. Bunun yam sira ampicillin, cephalexin ve penicillin gibi genel
olarak kullanilan ligandlar pahalidirlar ve hidroliz olabilmektedirler. Literatiirde
PA saflastirilmasi i¢in son zamanlarda rapor edilen ligandlar arasinda en uygun
olanlar heterohalka igerenler olarak belirlenmistir (Sudharan ve Shewale 1987;

Kasche ve ark., 1990; Fonseca ve Cabral 1996; Santarelli ve ark., 2000).
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Bu c¢alismada kullanilan saf penisilin amidohidrolaz, 6-nitro-3-
fenilasetamidobenzoik asit (NIPAB), aminoantipirin ve metakroilkloriir Sigma (St
Louis, USA) firmasindan temin edilmis ve bu monomer diisiik basing altinda

damitilarak  polimerizasyon inhibitorlerinden armdirilmigtir.  Monomerler

kullanilincaya  kadar  49C'de buzdolabinda  muhafaza  edilmistir.
Azobisizobutironitril (AIBN) Fluka AG (isvicre), poli(vinil alkol) (PVAL;
molekil agirlig: 100.000, % 98 hidrolize olabilen) Aldrich (ABD) firmalarindan
temin edilmistir. Etilenglikoldimetakrilat (EGDMA) Fluka A. G. (Buchs, Isvicre)
firmasindan saglanarak kullanilmadan 6nce hidrokinon varliginda diisiik basingta
damitilmis ve kullanincaya kadar 4 °C’da muhafaza edilmistir. Diger biitiin
kimyasallar analitik saflikta olup, Merck AG (Darmstadt, Almanya) firmasindan

saglanmistir. Deneylerde kullanilan su, yiiksek akisli seliiloz membranli Barnstead
(Dubuque, IA) Ropure LP® ters ozmoz iinitesinde isleme tabi tutulduktan sonra
Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloidal uzaklastirma ve dolgulu iyon
degisim sistemi kullanilarak saflagtirilmistir. Elde edilen saf suyun iletkenligi 18

megaohm/cm'dir.
2.2.2. Kullanilan Cihazlar

Monomer ve polimerlerin karakterizasyon c¢alismalarinda Shimadzu 8000
model FT-IR, JEOL- JEM 1220EX model taramali elektron mikroskobu (SEM),
Bruker-Spectrospin Avance-DPX model 400 MHz’lik NMR, Leco-CHNS-932
model elementel analiz cihazi ve ASAP 2000 model spesifik ylizey alani 6l¢lim
(BET) cihazlar1 kullanilmistir. Adsorpsiyon-desorpsiyon caligmalar1 ve enzim
aktivitesi caligmalarinda ise Shimadzu 1601 model spektrofotometre

kullanilmistir.
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2.2. Yontem

2.2.1. Monolitik Afinite Adsorbentin Hazirlanmasi

2.2.1.1. Metakroil amidoantipirin (MAAP) Monomerinin Sentezi

Metakroil amidoantipirin monomerinin sentezi i¢in uygulanan yontemde;
0.5 g (2.463 mmol) antipirin ve 0.2 mL (2.46 mmol) piridin, kuru kloroform (100
mL) ¢oziiclisii igerisinde ¢oziilmiistiir. Cozelti 0 °C’a sogutulmus ve 0.26 mL (2.46
mmol) metakroilkloriir yavasca ¢ozeltiye ilave edilmistir. Bu ¢ozelti azot
atmosferi altinda manyetik karistiric1 ile oda sicakliginda 2 saat karistirilmistir.
Kimyasal reaksiyon sonunda, ¢ozelti 50 mL seyreltik HCI ve sonra 50 mL
seyreltik NaOH ile yikanmistir. Daha sonra organik faz doner buharlastirict
kullanilarak uzaklastirilmis ve kalan kisim (MAAP), petrolbenzini ve etil asetat ile
kristallendirilerek saflastirilmistir. ilgili sentez Sekil 2.1°de verilmistir.

Erime Noktasi: 132-133 °C, Verim: 70%

CH3
HZCQC/
HaC NH
2 //C—NH CH,
— HoC CH
2 \C/ 3 (0) P—
N

HeC™ Ny o+ \ — o N~

/ CH3

o/C ¢ N
Aminoantipirin Metakroil kloriir Metakroil amidoantipirin

Sekil 2.1. Metakroil amidoantipirin (MAAP) monomerinin sentez reaksiyonu
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2.2.1.2. [Poli (Etilenglikol dimetakrilat-Metakroil amidoantipirin) [Poli
(EGDMA-MAAP)| Monolitinin Sentezi

Bu calismada monolitik destek malzemesi, metakroil amidoantipirin
(MAAP) ve etilenglikol dimetakrilat (EGDMA) monomerlerinin cam bir tiip
icinde (10 cm yiikseklik;1 cm i¢ ¢apli) 60 °C’da 4 saat, 75 °C’da 2 saat siireyle
yigin polimerizasyonu ile hazirlanmistir. Polimerizasyonda baslatici olarak
azobisizobiitironitril (AIBN) kullanilmigtir. Go6zenek olusturucu maddeler ise
siklohekzanol ve n-oktanoldiir.

Uygulanan prosediirde, 70 mg AIBN ve 1.0 mmol MAAP, 3 ml ¢apraz
baglayict (EGDMA) ve gozenek olusturucu ¢oziiciiler (siklohekzanol (6.0 ml) : n-
oktanol (Iml))’den olusan karisim igerisinde ¢oziilmiistiir. Monomer karigimi 15
dakika azot atmosferinde bekletildikten sonra 10 cm yiikseklik;1 cm i¢ ¢apli cam
tiip igerisine aktarilmistir. Polimerizasyon cam tiip igerisinde 60 °C’da 4 saat, 75
°C’da 2 saat olmak iizere toplam 6 saat igerisinde tamamlanmigtir. Polimerizasyon
reaksiyonu tamamlandiktan sonra c¢oziiniir bilesenler ve reaksiyona girmemis
monomerler polimerin su ve etanol ile yikanmasiyla yapidan uzaklagtirtlmigtir.

Sekil 2.2.°de monolitik kolonun hazirlanmasinda kullanilan sistem

gosterilmistir.

1A

Sekil 2.2. Monolitik kolonun hazirlanmasinin sematik gosterimi
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2.2.2. Karakterizasyon Calismalari

2.2.2.1. Yiizey Morfolojisi

Poli(EGDMA-MAAP) monolitin kesit yapist ve yiizey morfolojisi
taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ( JEOL, JEM 1220EX, Tokyo, Japan)
kullanilarak belirlenmistir. Monolitten alinan 6rnek analiz edilmeden O6nce oda
sicakliginda kurutulmus ve 6rnek haznesine yerlestirildikten sonra vakum altinda
yaklasik 100 A kalinhiginda altin tabakasiyla kaplanmigtir. Daha sonra taramali

mikroskop ile goriintiileri alinmistir.

2.2.2.2. Yiizey Alam Ol¢iimii

Poli(EGDMA-MAAP) monolitin spesifik ylizey alamn BET cihaz1
(ASAP2000, ABD) kullanilarak belirlenmistir.

2.2.2.3. Sisme Testi

Poli(EGDMA-MAAP) monolitin denge sisme oraninin belirlenmesinde
asagida verilen yontem izlenmistir. Kuru monolit + 0.0001 duyarlikla tartilmis ve

50 ml saf su iceren kaba konulmustur. Kap 24 saat siire ile sabit sicakliktaki su

banyosunda tutulmustur (25 + 0.5°C). Daha sonra monolitik polimer sudan
alinmis, stizge¢ kagidi yardimi ile yiizeydeki su uzaklastirilarak tartilmistir. Kuru
ve 1slak agirliklar kaydedilmis ve asagidaki esitlik yardimi ile poliEGDMA-

MAAP) monolitin su igerigi belirlenmistir.

Sisme oran1 (%) = [(Ws-Wj)/Wy] x 100 (2.1)

Wy ve Wi sirast ile monolitin sismeden Onceki ve sonraki agirliklarini ifade

etmektedir.
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2.2.2.4. Elementel Analiz

Sentezlenen Poli(EGDMA-MAAP) monolitinin, MAAP igeriginin
belirlenmesi i¢in elementel analiz cihazi kullanilmigtir. Elementel analiz
sonuglarinin belirlenmesinde asagida verilen yontem izlenmistir. 1 mg monolitik
polimer elementel analiz cihazinin (Leco, CHNS-932, ABD) aliiminyum
hiicresine yerlestirilerek = 0,0001 g duyarhilikla tartilmistir. Polimerik 6rnek
cihaza koyularak yakma islemi sonucunda 6rnegin karbon, hidrojen, oksijen ve

azot analizi yapilmustir.

2.2.2.5. FTIR Analizi

MAAP monomerinin FTIR spektrumu, FTIR spektrometresi (Shimadzu
FTIR 8000 Series) kullanilarak elde edilmistir. Yaklasik 0.1 g kuru monolitik
polimer 0.1 g KBr ile karigtirilarak tablet hazirlanmus ve FTIR spektrumu
cekilmigtir.

2.2.2.6. NMR Analizi

MAAP monomerinin 'H-NMR spektrumu, CDCI; igerisinde, Bruker-
Spectrospin Avance —DPX 400 MHz NMR cihaz1 kullanilarak elde edilmistir.

Kimyasal kaymalar (8) ppm cinsinden CDCl; referans alinarak rapor edilmistir.

2.2.3. Hiicre Kiiltiirleri ve Ham Ekstraktlarin Hazirlanmasi
2.2.3.1. Mikroorganizmalar

Penicillium Chrysogenum NRRL 1951, Amerika Birlesik Devletleri
Tarimsal Arastirma Merkezi’nden temin edilmistir. Penicillium Purpurogenum

455 ise topraktan izole edilmistir.
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2.2.3.2. Inokulum(As1) Hazirlanmasi

Fungal suslar, sporlarin patates dekstroz agar besi ortamina aktarilip, 7-10
gilin siiresince oda sicakliginda inkiibe edilmesiyle hazirlanmistir. Daha sonra
sporlar alinarak % 0.5 Tween—80 soliisyonuna toplanmis ve Thoma lam’inda

say1lmistir.

2.2.3.3. Enzim Uretimi

Enzim iiretimi, 4x10° spor/ml spor siispansiyonu ile inokiile edilmis 100
ml sivi besi ortami igeren 250 ml erlenmayerde gergeklestirilmistir. Besi
ortaminin bilesimi ise; 24 g patates dextroz, 3 g KH,PO4, 7 g KoHPO4, 1 g
(NH4)2S04, 0.2 g, MgS0O4.7H,O ve 2 g fenilasetik asit/lt seklindedir.
Mikroorganizma biiylimesi ve enzim {iretimi 2 giin i¢erisinde 25°C ve 120 rpm’de

baslamistir.

2.2.3.4. Ham Ekstraktin Hazirlanmasi

Misel kiitlesi 8000 g’de 20 dakika santrifiij islemiyle hasat edilmis, 50 mM
sodyumfosfat, 2 M sodyumsiilfat iceren pH 7 fosfat tamponunda yeniden
sispanse edilerek 10 dakika buz banyosu ig¢inde homojenize edilmistir.
Numuneler 4°C’de 23500 g karigtirma hizinda 30 dakika santriftij edilmistir. Daha

sonra supernatant toplanmis ve enzim ¢aligmalarinda kullanilmustir.

2.2.4. Adsorpsiyon-Desorpsiyon Calismalari

2.2.4.1. Monolitik Polimere Penisilin Amidohidrolaz Adsorpsiyonu
Poli(EGDMA-MAAP) monolitine sulu ¢ozeltilerden PA adsorpsiyonu

stirekli sistemde ¢alisilmistir. Adsorpsiyon hizina ve kapasitesine; baglangic

penisilin agilaz derisimi, pH, sicaklik, iyonik siddet ve akis hizi etkisi

incelenmistir.
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Adsorpsiyon-desorpsiyon c¢aligmalarinda sicaklik kontrollii monolitik
kolon sistemi kullanilmigtir. Adsorpsiyon islemlerinden 6nce monolit 30 ml
deiyonize su ile yikanmis ve daha sonra 0.1 M NaCl igeren adsorpsiyon tamponu
ile dengeye getirilmistir. Penisilin amidohidrolaz ¢ozeltisinin kolonda dolagimi
peristaltik bir pompa ile saglanmis, kolondan ¢ikan ¢ozelti ise ayri bir beher
icinde toplanmistir (Sekil 2.3). Toplanan c¢ozeltideki PA miktar1 Bradford
metoduyla spektrofotometrik olarak tayin edilmistir (595 nm) (Bradford, 1976).

Sekil 2.3. Siirekli sistem diizenegi

Monolitik polimere adsoplanan penisilin amidohidrolaz miktarinin

hesaplanmasinda asagidaki esitlik kullanilmustir.

Q=[(Co-C)x V]/m 2.1)

Bu esitlikte Q, birim monolitik polimer basina adsorplanan penisilin agilaz
miktarint (mg/g),

C, ve C sulu ¢ozeltideki penisilin amidohidrolazin baslangi¢ ve son derigim
degerlerini (mg/L),

V sulu ¢ozelti hacmi (ml) ve m ise kullanilan monolitik polimerin kiitlesini (g)

vermektedir.

44



2.2.4.2. Monolitik Polimerden Penisilin Amidohidrolaz Desorpsiyonu

Penisilin amidohidrolaz desorpsiyonu i¢in 1 M NaOH desorpsiyon ajant
olarak kullanilmigtir. Desorpsiyon ¢aligsmalarinda, 50 ml desorpsiyon ajani 1.0
ml/dk akis hizinda 1 saat siiresince kolona gonderilmistir. Desorpsiyon
ortamindaki son penisilin amidohidrolaz konsantrasyonu Bradford yontemiyle
(Bradford, 1976) spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. Desorpsiyon orani
asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmustir.

Desorpsiyon ortamina salinan penisilin amidohidrolaz
Desorpsiyon(%) = x100 (2.2)

Adsorplanan penisilin amidohidrolaz

2.2.5. Enzim Aktivitesi Calismalan

Penisilin amidohidrolaz aktivite ¢alismalari, Kutzbach ve arkadaslari’nin
literatiirde rapor ettikleri prosediir ile gergeklestirilmistir. Bu prosediire gore; pH
7.2°de 10 mM fosfat tamponu i¢inde 250 uM 6-nitro-3-fenilasetamidobenzoik asit
(NIPAB) substrat olarak kullanilmis ve monolitik polimere adsoplanan penisilin
amidohidrolaz ile 37 °C’de etkilestirilmistir. Sonugcta tiriin olarak olusan 6-nitro-3-
aminobenzoik asit miktarindaki zamana bagli degisimin 405 nm’de
spektrofotometrik  olarak  tayiniyle penisilin  amidohidrolaz  aktivitesi
hesaplanmistir.

Bir enzim aktivitesi (IU) dakikada 1 pmol 6-nitro-3-aminobenzoik asit
olusumunu katalizleyen enzim miktari olarak tanimlanmistir. Enzim aktivitesi ise

asagidaki esitlige gére hesaplanmigtir.

Enzim Aktivitesi (IU/ml) = AAbs/AT.V.4.49 (2.3)

Bu esitlikte AAbs, absorbanstaki degisimi, AT zaman degisimini ve V,

numune hacmini ifade etmektedir.
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3. BULGULAR

3.1. Poli(EGDMA-MAAP) Monolitinin Karakterizasyonu

3.1.1. Yiizey Morfolojisi

PoliMAAP-EGDMA) monolitinin ylizey morfolojisi taramali elektron
mikroskobu (SEM) kullanilarak incelenmistir. Sekil 3.1°de goriildiigli gibi y1gin
polimerizasyonu ile elde edilen polimerik yap1 oldukg¢a piiriizlii olup genis
gozeneklere (tasimim kanallar1), gozeneklilik nedeniyle de oldukga biiyiik yiizey
alanima sahiptir. Ayrica, bu mezoporlar difiizyon direncini azaltmakta ve yiiksek
i¢ ylizey alan1 sayesinde enzim molekiillerinin kiitle transferini de kolaylastirarak

adsorpsiyon kapasitesinin artmasina neden olmaktadir

KR TKIKALE

J2KIRIKKALE

Sekil 3.1. Poli (EGDMA-MAAP) monolitin SEM fotograflar
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3.1.2. Yiizey Alam Ol¢iimii

Poli(EGDMA-MAAP) monoliti yigin polimerizasyonu ile ¢ubuk formda
{iretilmistir. Monolitin spesifik yiizey alant BET yontemi ile 112.4 m?/g

bulunmustur.

3.1.3. Sisme Testi

Poli(EGDMA-MAAP) monolitik polimer partikiilleri c¢apraz bagl,
hidrofilik bir matrikstir. Sulu ortamda ¢6ziinmez, fakat ¢apraz bag derecesine ve
matriksin hidrofilitesine bagl olarak yapilarina su alarak siserler. Bu ¢aligmada

poli (EGDMA-MAAP) monolitin denge sisme oran1 % 56 olarak bulunmustur.

3.1.4. Elementel Analiz

PoliMAAP-EGDMA) monolitinin MAAP igeriginin belirlenmesi i¢in
elementel analiz yontemi kullanilmistir. Azot stokiyometrisi kullanilarak

polimerik yapiya giren MAAP orani1 58.9 umol/g polimer olarak bulunmustur.

3.1.5. FTIR Analizi

Penisilin agilaz adsorpsiyonu i¢in metakroil amidoantipirin (MAAP)
komonomer ve fonksiyonel ligand olarak secilmistir. Ilk olarak 4-aminoantipirin
metakroil kloriir ile reaksiyona sokularak metakroil amidoantipirin (MAAP)
monomeri elde edilmistir. Daha sonra MAAP ve EGDMA komonomerleri y1gin
polimerizasyonu ile polimerlestirilerek poliEGDMA-MAAP) monoliti elde
edimistir. Sentezlenen poli(EGDMA-MAAP) monolitinin agik yapist Sekil 3.2°de

verilmigtir.
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Sekil 3.2. Poli(EGDMA-MAAP) monolitinin agik yapisi

Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’te ise MAAP monomeri ve MAAP monomerinin FTIR

spektrumu verilmistir.
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Sekil 3.3. MAAP monomerinin agik yapis1
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Sekil 3.4. MAAP monomerinin FTIR spektrumu

MAAP monomerinin karakterizasyonu i¢in kullanilan FTIR analizlerinin
karakteristik pikleri sdyledir: FT-IR (KBr, cm'): 770-710 cm™ (monosubstitiiye
benzen halkasi), 1580 ve 1500 cm ' (aromatik halkadaki konjugasyon, kuvvetli iki
veya {i¢ band), (1600 cm ' (metakril ¢ift bag1),1642 cm ' (amid karbonil bandh),
1730 cm™' (siklik keton pozisyonunda karbonil bandi), 2975 ve 2925 cm ' (C-H
bandi), 3260 cm ' ( N-H bandy).
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3.1.6. 'H-NMR Analizi

MAAP monomerinin kimyasal yapismin belirlenmesinde 'H-NMR’1
kullanlmustir. '"H-NMR spektrumunda MAAP monomerinde bulunan gruplara ait
karakteristik pikler Sekil 3.5°de goriilmektedir. Bu karakteristik pikler sunlardir:
2.05 ppm 3H singlet (-C=C-CHj3, vinil metil), 3.0 ppm 3H singlet ( -C- CH3), 3.35
ppm 3H singlet (-N- CH3), 5.5 ppm 1H singlet (-CH,=C-), 5.8 ppm 1H singlet (-
CHy,=C-), 7.25-8.80 ppm 4H multiplet (aromatik, 7.3 ppm’de CDCl; pikide
aromatik pikler i¢ine karigsmis durumdadir), 8.80 ppm 1H singlet (aromatik), 9.1
ppm 1H singlet (N-H) seklindedir.

az b
Hzc\\ CHy
FANL d

i

a] an

R NI

ppm § 3 4 2 0

Sekil 3.5. MAAP monomerinin 'H-NMR spektrumu
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3.2. Poli(EGDMA-MAAP) Monolitine Sulu Cozeltilerden Penisilin Amido

Hidrolaz Adsorpsiyonu

3.2.1. Penisilin Amidohidrolaz Adsorpsiyonuna Baslangi¢ Penisilin Amido

Hidrolaz Derisiminin EtKkisi

Sekil 3.6’da baslangic PA derisiminin adsorpsiyona etkisi verilmistir.
Sekilden de goriildigli gibi, ¢ozeltideki PA derisiminin artmasiyla, monolit
tarafindan birim kiitle basina adsorplanan PA miktari, 1.5 mg/ml’den diisiik
derisimlerde artmis, daha sonra dengeye ulasmistir. Bu, adsorpsiyon davranisinda
beklenen bir durumdur. Derisimin artmasi ile adsorpsiyon i¢in siiriicii kuvvet olan
derisim farki (AC) artmaktadir. Siiriicii kuvvetin artmast ile adsorpsiyon
kapasitesinde de artis gozlenmektedir. Sekil 3.4’de goriilecegi gibi adsorpsiyon
kapasitesinde protein derisiminin 1.5 mg/ml’den daha biiyiik oldugu derisimlerde
onemli bir artis gézlenmemis, bir denge durumu olusmustur. Bu durum monolit
ylizeyinde  spesifik  ligand-protein  etkilesimlerinin  dengeye  geldigini

gostermektedir.
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Sekil 3.6. PoliEGDMA-MAAP) monolitine adsorplanan penisilin amidohidrolaz miktarinin
penisilin amidohidrolaz baglangi¢ derisimi ile degisimi

pH:5.0; T:25 °C; Akis Hizi: 1ml/dk; Adsorpsiyon siiresi: 2 sa
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3.2.2. Penisilin Amidohidrolaz Adsorpsiyonuna pH Etkisi

Poli(EGDMA-MAAP) monolitine PA adsorpsiyonunun pH’a baghiligin
incelemek icin ¢ozelti pH’s1 3.0-9.0 araliginda degistirilmistir. Sekil 3.7°de PA
adsorpsiyonuna pH’in etkisi verilmistir. Maksimum adsorpsiyon kapasitesi pH
5’te elde edilmistir. pH 5’in iistiinde ve altindaki degerlerde adsorpsiyon
kapasitesi belirgin olarak azalmistir. Penisilin amidohidrolaz’in izoelektrik pH
degeri 6.7-6.8 civarindadir. Fakat maksimum adsorpsiyona pH 5’te ulagilmustir.
Bu durum poli(EGDMA-MAAP) monolitine penisilin  amidohidrolaz
baglanmasinda diger etkilesimlerin yami sira biiylilk oranda hidrofobik
etkilesimlerinde varligimi ortaya koymaktadir. Gergekte bir proteinin izoelektrik
noktasinda net yiikiiniin sifir olmasi, proteinin yiiklii gruplardan yoksun oldugu
anlamina gelmemektedir. Aminoasit bilesimine bagli olarak, bir protein
izoelektrik pH (pI) noktasinda ¢esitli yiiklii gruplara sahip olabilir. Bu yiizden
proteinin bir afinite sistemiyle etkilesimi pl degerinde olmayabilir.

Penisilin amidohidrolaz’in aminoasit bilesimi incelendiginde triptofan,
fenilalanin ve tirozin gibi enzimin hidrofobik gruplarla etkilesimini

kolaylastiracak elektron verici gruplarin oldugu gorilmiistiir.

45
40
25
30 A
25 A
20 1
15
10

Adsorplanan PA (mgfg)

pH

Sekil 3.7. Penisilin amidohidrolaz adsorpsiyonuna ortam pH’min etkisi

PA derigimi:1.0 mg/ml; T:25°C; Akis Hizi: 1ml/dk; Adsorpsiyon siiresi: 2 sa
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3.2.3. Penisilin Amidohidrolaz Adsorpsiyonuna Sicaklik Etkisi

Sekil 3.8’de sicakligin penisilin amidohidrolaz adsorpsiyonuna etkisi
verilmigtir. Sekilden de gorildiigii gibi sicakligin artmasi ile adsorpsiyon
kapasitesinde artis gozlenmistir. Bu durum adsorpsiyon sirasinda hidrofobik
etkilesimlerin 6nemli Ol¢iide On plana c¢iktifin1 gostermektedir. Bilindigi gibi
hidrofobik etkilesim kromatografisinde sicakligin artmasi proteinin kolonda
alikonma zamanii arttirir ve diisiik sicaklikta genellikle protein eliisyonu

gergeklesir.
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Sekil 3.8. Penisilin amidohidrolaz adsorpsiyonuna sicaklik etkisi

PA derisimi:1.0 mg/ml; pH:5.0; Akis Hizi: 1ml/dk; Adsorpsiyon siiresi: 2 sa

3.2.4. Penisilin Amidohidrolaz Adsorpsiyonuna iyonik Siddet Etkisi

Tuzlarin varliginda proteinlerin serbest enerjisi artar ve bu serbest enerji
artist protein molekiillerinin hidrofobik yiizey alani ile orantilidir. Hidrofobik
gruplarin molekiiller arasi birlesmesi, polar ¢oziicli ortamiyla proteinin hidrofobik
temas alaninin azalmasiyla serbest enerji artisint miimkiin oldugunca azaltir. Bu
nedenle, hidrofobik sabit faz sisteme girdigi zaman, proteinler sabit faza
baglanirlar. Ciinkii tuz ¢6ziicii ortamiyla proteinin yiizey temas alanint miimkiin

oldugunca azaltir ve serbest enerjide minimum artis olusturur. Bu nedenle, yiiksek
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tuz konsantrasyonlu ortamda proteine baglanan formlar, baglanmamis
proteinlerden termodinamik olarak daha kararhdir. Bu, yiksek tuz
konsantrasyonunda hidrofobik sabit faza proteinin baglanmasini acgiklamaktadir.
Hidrofobik etkilesim kromatografisinde denge tamponu ve Ornek c¢ozeltisinde
yiiksek tuz konsantrasyonunun kullanimi, ligand-protein etkilesimlerini ve sonug
olarak da protein alikonmasini artirir. Sekil 3.9°da tuz derigiminin penisilin agilaz
adsorpsiyon kapasitesine etkisi verilmistir. Goriildiigli gibi tuz derisimi arttik¢a
penisilin acgilaz adsorpsiyon kapasitesinde dnemli derecede artma gdzlenmis, 1.0

M derisimden sonra denge durumu olusmustur.
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Sekil 3.9. Penisilin amidohidrolaz adsorpsiyonuna iyonik siddet etkisi

PA derisimi:1.0 mg/ml; pH:5.0; Akis Hizi: 1ml/dk; Adsorpsiyon siiresi: 2 sa; T:25°C

3.2.5. Penisilin Acilaz Adsorpsiyonuna Akis Hizimin Etkisi

Bu grup deneylerde, penisilin amidohidrolaz ¢ozeltisinin hacimsel akis
hizi 1.0-5.0 ml/dk arasinda degistirilmis, diger deneysel parametreler sabit
tutulmustur. Penisilin acilaz adsorpsiyon kapasitesinin akis hizi ile degisimi Sekil
3.10°da verilmistir.

Sekilden de goriildiigii gibi akis hizinin artmasi ile adsorplanan penisilin

acilaz miktar1 6nemli 6l¢iide azalmaktadir. Calisilan en diisiik akis hiz1 degeri olan
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1.0 ml/dk’da 84.48 mg/g adsorpsiyon kapasitesi gozlenirken akis hizinin 5.0
ml/dk akis hizina yiikselmesi ile adsorpsiyon kapasitesinin 66.68 mg/g degerine
diistiigli gozlenmistir. Bu durum su sekilde agiklanabilir; akis hizinin artmasi ile
enzim molekiillerinin kolondaki alikonma zamani azalir. Sonugta penisilin agilaz
molekiillerinin p(EGDMA-MAAP) monoliti ile etkilesim siireleri ve olasiliklari

azalacagindan adsorpsiyon kapasitesinde bir diisme gozlenir.
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Sekil 3.10. Penisilin amidohidrolaz adsorpsiyonuna akis hizinin etkisi

PA derigimi:1.0 mg/ml; pH:5.0; T:25°C

3.2.6. Langmuir Adsorpsiyon Modeli

Adsorpsiyon izotermi her bir protein molekiiliiniin matriksle etkilesimini
karakterize etmek i¢in kullanilir. Adsorpsiyon izotermi c¢ozeltideki protein
derigimi ile kat1 fazdaki adsoplanmis protein miktar1 arasinda, iki faz dengede
oldugu zaman bir iligki saglar. Langmuir adsorpsiyon modeli, her biri yalnizca bir
molekiil tutabilecek yetenekte olan belli sayida tanimlanmis bdlgeye adsorpsiyon
oldugunu varsayar. Bu bolgelerin enerji diizeyi bakimindan da esdeger oldugu ve
komsu bolgelerle adsorplanan molekiiller arasinda etkilesim olmadigi kabul edilir.

Langmuir adsorpsiyon izotermi Esitlik 3.1 ile tanimlanir. Denge verilerinin
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esitlife uygulanmasiyla dogrusal bir grafik elde edilmesi, asagidaki esitlikle

tanimlanan Langmuir modelinin bu sistemlere uygulanabilecegini gostermektedir

Ceq/Q = 1/(Qmax- b) + Ceq/Qmax (3.1

Bu esitlikte Q adsorbente baglanan penisilin ag¢ilaz miktar1 (mg/g), Ceq
cozeltideki denge penisilin amidohidrolaz derisimi (mg/ml), b Langmuir sabiti
(ml/mg) ve Qmax , maksimum adsorpsiyon kapasitesini (mg/g) gostermektedir.

Sekil 3.11°de penisilin amidohidrolaz adsorpsiyonu i¢in Langmuir

adsorpsiyon modelinin grafigi verilmistir.

0,025 -
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0,015 -
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Sekil 3.11. Penisilin amidohidrolaz i¢in langmuir adsorpsiyon izotermi

Adsorpsiyon izotermleri, adsorpsiyon Ozelliklerini degerlendirmek
amaciyla yapilan siirekli deneylerle belirlenmistir. Bu sistemler géz Oniine
alindiginda, poliEGDMA-MAAP) monolitine penisilin  amidohidrolaz
adsorpsiyonu icin Langmuir modelinin uygulanabilir oldugu gozlenmistir.
Deneysel veriler sonucunda, penisilin amidohidrolaz adsorpsiyonu igin
maksimum adsorpsiyon kapasitesi (Qmax) 114.94 mg/g, korelasyon katsayisi (R?)
ise 0.999 gibi yiiksek bir deger olarak bulunmustur.
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3.3. Gelistirilen Poli (EGDMA-MAAP) Monolit Desteginin Penisilin Amido
Hidrolaz Adsorpsiyonunda Tekrar Kullanilabilirligi

Bir afinite adsorbaninda aranilan Onemli Ozelliklerden biri de, bu
malzemenin ayirma isleminde defalarca kullanilabilmesidir. Rejenerasyon veya
tekrar kullanilabilirlik olarak tanimlanan bu 6zellik sonucunda ayni adsorbent
defalarca kullanilarak ayirma isleminin maliyeti Onemli Olglide azaltilir.
Poli(EGDMA-MAAP) monolit desteginin tekrar kullanilabilirligini incelemek
amaciyla ayni adsorbente 20 kez ardarda adsorpsiyon-desorpsiyon islemi
uygulanmistir (Sekil 3.12). Sterilizasyon amaciyla her adsorpsiyon-desorpsiyon
islemi sonras1 monolit distile su ve daha sonra dengeleme i¢in sodyum fosfat
tamponu (pH 5.0) ile yikanmistir. 20 kez tekrarlanan adsorpsiyon-desorpsiyon
islemleri sonrasinda adsorpsiyon kapasitesinde kayda deger bir azalma

gbzlenmemistir.
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Sekil 3.12. Poli (EGDMA-MAAP) monolitinin tekrar kullanilabilirligi
PA derigimi: 1.0 mg/ml; pH:5.0; T:25°C
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3.4. Poli (EGDMA-MAAP) Monolitine Ham Ekstrakttan Penisilin Amido
Hidrolaz Adsorpsiyonu

Ham ekstrakt ile gergeklestirilen adsorpsiyon-desorpsiyon ¢aligmalarinda
Amerika Birlesik Devletleri Tarimsal Arastirma Merkezi’nden temin edilen
Penicillium Chrysogenum (NRRL 1951) ve topraktan izole edilen Penicillium
Purpurogenum mikroorganizmalar1 kullanilmstir.

Hazirlanan ham esktraktlar peristaltik bir pompa yardimi ile kolon
sistemine verilmis, kolondan c¢ikan ¢d6zeltinin derisimi Bradford metoduyla
(Bradford, 1976) spektrofotometrik olarak tayin edilerek poliEGDMA-MAAP)
monolitine adsorplanan enzim miktar1 bulunmustur.

Klasik penisilin amidohidrolaz saflagtirma teknikleri ¢oktiirme, santrifiij
ve adsorpsiyon gibi birbirini izleyen ¢ok basamakli islemleri gerektirmektedir.
Tez kapsaminda sunulan bu c¢alismada ise tek basamakta penisilin agilaz
saflastirmasi gergeklestirilmistir. Cizelge 3.1°de Penicillium Chrysogenum (NRRL
1951) ve Penicillium Purpurogenum mikroorganizmalarindan penisilin

amidohidrolaz saflastirmasi ¢alismalarinda elde edilen sonuglar verilmistir.

Cizelge 3.1. Penicillium Chrysogenum (NRRL 1951) ve Penicillium Purpurogenum

mikroorganizmalarindan penisilin amidohidrolaz saflastirilmasi

Numune Aktivite(IU/ml) | Protein(mg/ml) Spesifik Saflastirma | Desorpsiyon
Aktv.(IU/mg) Faktorii (%)
Penicillium Chrysogenum (NRRL 1951)
Ham Ekstrakt 7.02x10° 0.60 0.012 - -
1 M NaOH 1.09x10 0.009 0.121 10.3 90

ile Eliisyon

Penicillium Purpurogenum

Ham Ekstrakt 4.84x107° 0.78 0.0062 - -

1 M NaOH 1.5x10° 0.0068 0.220 35.5 89

ile Eliisyon
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Cizelge 3.1°de goriildiigii gibi Penicillium Chrysogenum (NRRL 1951) ile
yapilan ¢aligmalarda 1.0 M NaOH ile % 90 desorpsiyon ve 10.3 oraninda
saflastirma faktorii, Penicillium Purpurogenum ile yapilan ¢alismalarda ise 1.0 M
NaOH ile % 89 desorpsiyon ve 35.5 oraninda saflastirma faktorii degerlerine
ulasilmistir.

Literatiirde rapor edilen ¢alismalarda Santarelli ve arkadaslar1 epoksi ile
aktiflenmis sepharose jel ilizerine immobilize edilmis pseudo-spesifik ligand 4-
aminoantipirin,  2-amino-3-benziloksipiridin,  3-amino-5-fenil  pirazol, 4-
Hidroksibenzaldehit gibi ligandlar ile ¢alismislar ve % 85 desorpsiyon ile 1.5-2.2
arasinda degisen oranlarda saflagtirma faktorii; % 100 desorpsiyon ile 1.9-5.7
arasinda saflagtirma faktorii degerlerine ulasmislardir. Fitton ve Santarelli
penisilin  amidohidrolaz  saflagtirllmasi i¢in immobilize metal afinite
kromatografisini kullanmislar, %73 desorpsiyon ile 3.18 saflastirma faktorii; %97
desorpsiyon ile 12.34 saflastirma faktorii elde etmislerdir. Marcos ve arkadaglari
Eschericia Coli’den penisilin amidohidrolaz saflastirmak amaciyla 2 fazli poli
(etilen glikol)-sodyum sitrat sistemi kullanmiglar ve 5.7 saflastirma faktori ile
%85 desorpsiyon degerlerine ulagsmislardir. Chetan ve Gaikar penisilin
amidohidrolaz adsorpsiyonunda kitosan’in N-benzamid ve N-fenilasetamid
tirevlerini  kullannmglar fakat calismalarinda diisikk eliisyon degerleri
gbzlemislerdir. Tez kapsaminda sunulan bu calismada elde edilen degerler
literatiir ile kiyaslanabilir diizeyde olup tek basamakta oldukca yiiksek saflastirma

faktorlerine ulasilmustir.
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4. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Bu calismada Penicillium Chrysogenum ve Penicillum Purpurogenum’dan
penisilin amidohidrolaz saflastirilmast icin yeni bir adsorbent ve yaklagim
gelistirilmistir. Bu amagla poli(EGDMA-MAAP) monolitik afinite adsorbenti
hazirlanmis ve penisilin amidohidrolaz adsorpsiyon 0Ozellikleri incelenmistir.
Burada nonopioid analjezik 6zellik gosteren ve cok bilinen bir ilag olan 4-
aminoantipirin (Cunha ve ark. 2005) fonksiyonel ligand olarak kullanilmustir.
Mevcut calismalardan farkli olarak, 4-aminoantipirin metakroil kloriir ile
reaksiyona sokularak metakroil amidoantipirin (MAAP) monomeri elde
edilmigstir. Elde edilen metakroil amidoantipirin (MAAP) monomeri EGDMA
komonomeri esliginde yigin polimerizasyonu ile polimerlestirilerek monolitik
afinite sorbenti hazirlanmasinda kullanilmistir.

Bu yaklagimin en 6nemli avantaji penisilin amidohidrolazda da bulunan
tirozin gibi aminoasitlerle n- m yiik transferi yoluyla etkilesebilen pseudospesifik
MAAP’1In  komonomer olarak yapiya ilave edilmesinden sonra matriks
aktivasyonu ve ligand immobilizasyonu gibi basamaklara ihtiya¢ duyulmamasidir.

Biyoafinite adsorbentlerin hazirlanmasinda hem zaman hem de teknik
giicliikler (aktivasyon ajaninin toksisitesi ve istenmeyen reaksiyonlar) agisindan
gerekli basamaklar olan aktivasyon ve ligand baglanmasinin bu yeni yaklasimda
olmamas1 yeni hazirlanan adsorbentin klasik tasiyicilara 6nemli bir Ustlinliigiidiir.
Hazirlanan pseudospesifik afinite adsorbentinin bir diger 6nemli avantaji ise
konvansiyonel biyoafinite ligandi i¢ceren adsorbanlara gore daha ucuz ve kararh
bir yapiya sahip olmasi ve ila¢ olarak da kendini kanitlayan bir komonomer
icermesidir.

Sentezlenen poli(EGDMA-MAAP) monoliti ¢apraz bagli ve nispeten
hidrofilik yapida bir matrikstir. Bu ¢alismada poli(EGDMA-MAAP) monolitin su
tutma oran1 % 56 olarak bulunmustur. Poli(EGDMA-MAAP) monolitin yiizey
morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak incelenmistir.
Polimerik yapimin i¢ kismimin incelenebilmesi i¢in monolit kirilarak SEM
fotografi alinmistir. Bu fotograftan goriilecegi gibi  (Sekil 3.1) yi8in

polimerizasyonu ile elde edilen polimerik yapi1 oldukca piiriizlii olup genis
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gozeneklere (tasinim kanallar1), goézeneklilik nedeniyle de oldukga biiyiik yiizey
alanina sahiptir. Ayrica, bu mezoporlar difiizyon direncini azaltmakta ve yliksek
i¢ ylizey alani sayesinde enzim molekiillerinin kiitle transferini de kolaylagtirarak
adsorpsiyon kapasitesinin artmasina neden olmaktadir.

Uretilen monolitin spesifik yiizey alam1 Brunauer Emmett Teller (BET)
yontemi ile 112.4 m?/g olarak bulunmustur.

Poli(EGDMA- MAAP) monolitinin MAAP igeriginin belirlenmesi icin
elementel analiz yontemi kullanilmistir. Azot stokiyometrisi kullanilarak
polimerik yapiya giren MAAP orani 58.9 umol/g polimer olarak bulunmustur.

Poli(EGDMA-MAAP) monolitik afinite sorbentine sulu c¢ozeltilerden
penisilin amidohidrolaz adsorpsiyonu siirekli sistemde derisim, pH, sicaklik,
iyonik siddet ve akis hizina bagl olarak c¢alisilmistir. Monolitin maksimum
penisilin amidohidrolaz adsorpsiyon kapasitesi pH 5’te 98.0 mg/g polimer olarak
bulunmustur.

Poli(EGDMA-MAAP) monolitine Penicillium Chrysogenum (NRRL 1951)
ve Penicillium Purpurogenum mikroorganizmalarindan elde edilen ham
ekstraktlardan penisilin amidohidrolaz adsorpsiyon g¢aligmalar1 siirekli sistemde
gerceklestirilmis, desorpsiyon ajanit olarak 1 M NaOH kullanilmistir. Klasik
penisilin amidohidrolaz saflastirma teknikleri ¢oktiirme, santrifiij ve adsorpsiyon
gibi birbirini izleyen ¢ok basamakli islemleri gerektirmektedir. Tez kapsaminda
sunulan bu calismada ise tek basamakta penisilin amidohidrolaz saflagtirmasi
gerceklestirilmistir.  Penicillium Chrysogenum (NRRL 1951) ile yapilan
calismalarda 1.0 M NaOH ile % 90 desorpsiyon ve 10.3 oraninda saflastirma
faktorii, Penicillium Purpurogenum ile yapilan ¢alismalarda ise 1.0 M NaOH ile
% 89 desorpsiyon ve 35.5 oraninda saflastirma faktorii degerlerine ulagilmustir.

Gerek gelistirilen monolitik kolon agisindan gerekse higbir sekilde sizma
gostermeyen ligandlarla donatilan ve tekrar tekrar kullanilabilen bir afinite destegi
gelistirilmesi acilarindan yapilan caligma literatiirde bir ilktir. Bu destek
kullanilarak ~ yapilan penisilin  amidohidrolaz saflastirma c¢aligmalarinda
mikroorganizmalarin {irettigi ekstraktlardan tek basamakta ve literatiirdeki

sonugclarla yarisabilecek diizeyde saflastirma degerlerine ulasilmistir.
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