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OZET

Alfa Amilaz Enziminin Polietilen Glikol ile Kovalent
Konjugatlarinin Hazirlanmasi ve Termal Stabilitelerinin

incelenmesi

Merve ALBAYRAK

Kimya Anabilim Dali

Yuksek Lisans Tezi

Danisman: Dog. Dr. Melda ALTIKATOGLU YAPAOZ

Alfa amilaz, baslica gida, tekstil, deterjan endiistrilerinde kullanilmaktadir. Bu gibi
endiistriyel uygulamalarda ¢alisma ortamlarinin sicaklik, pH v.b. degerleri ya da
mevcut kimyasallar enzimin aktivitesini olumsuz etkileyebilir. Endiistriyel
enzimlerin uygulamalardaki stabilitesi biyoteknolojide kritik bir sorundur. Protein
stabilizasyonunda, protein miihendisliginden, immobilizasyon tekniklerinden veya
kimyasal modifikasyondan yararlanilmaktadir. Tasiyic1 olarak ¢6ziinmeyen
materyaller kullanilarak elde edilen immobilize enzimlerin ise serbest enzimlere
gore cesitli avantajlar1 vardir. Bu avantajlar stabiliteyi arttirmak, kolayca tekrar
kullanilir durumda olmak ve stirekliligi olan islemler icin uygun olmak seklinde
siralanabilir. Bu ¢alismada, alfa amilaz enzimi ile polietilen glikol polimerinin farkl
mol oranlarinda kovalent konjugatlar1 sentezlenmistir. Konjugatlarin UV-Vis

spektrofotometre ile karakterizasyonu yapildi.
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Sentezlenen konjugatlarin ve serbest enzimin farkhi sicakliklarda, farkli pH

degerlerindeki aktiviteleri, termal stabiliteleri incelendi ve sonuglar kiyaslandu.

Anahtar Kelimeler: Alfa amilaz, enzim stabilizasyonu, polietilen glikol, kovalent

konjugasyon

YILDIZ TEKNIiK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Preparation of Covalent Conjugates and Polyethylene
Glycol of Alpha Amylase Enzyme and Investigatiin of
Their Thermal Stability

Merve ALBAYRAK

Department of Chemistry

Master of Science Thesis

Advisor: Associate Prof. Dr. Melda ALTIKATOGLU YAPAOZ

Alpha amylase is mainly used in food, textile and detergent industries. In such
industrial applications, the temperature, pH etc. of the working environment. or
existing chemicals may adversely affect the activity of the enzyme. The stability of
industrial enzymes in applications is a critical problem in biotechnology. Protein
stabilization, protein engineering, immobilization techniques or chemical
modification are utilized. The immobilized enzymes obtained by using insoluble
materials as carriers have various advantages over free enzymes. These
advantages can be listed as increasing the stability, being easily re-used and

suitable for continuous processes.

In this study, the covalent conjugates of the polyethylene glycol polymer with
different molar ratios were synthesized by the alpha amylase enzyme. Conjugates
were characterized by UV-Vis spectrophotometer. The thermal stability of
synthesized conjugates and free enzyme at different temperatures, different pH

values were investigated and the results were compared.
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Kimyasal ve biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize eden enzimler biyouyumlu ve
biyoparcalanabilir olma, substrat spesifikligine sahip olma, yenilenebilir
kaynaklardan elde edilme ve Uretimlerinin basit olmasindan dolay1 endiistirinin
bircok alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir[1]-[3]. Enzim prosesleri oda
kosullarina yakin, atmosferik basing altinda, sulu ortamlarda, ytliksek hiz ile
gerceklestirilmektedir. Konveksiyonel tepkimelere gore daha ekonomik olan
enzimatik prosesler hem cevre dostu hem de enerji verimleri ytiksektir. Enzimler
sahip olduklar1 biitin bu avantajlara ragmen siirekli bir stabilitelerinin
bulunmamasi ve reaksiyonun gerceklestigi ortamdan geri kazaniminin gii¢ olmasi
ve tekrar tekrar kullanilamamasi sebebiyle endiistriyel uygulamalarda dezavantaj

olusturmaktadir([1].

Enzimler endiistrinin hemen hemen her alaninda kullanilmakta olup ticari enzim
iiretimi iki asamada meydana gelmektedir. ilk asamada bulunduklar1 hayvansal,
bitkisel ve mikrobiyel kaynaklar lizerinden izole edilirler ve daha sonrasinda ise
saflastirilirlar. Bu islemler sirasinda enzimler inaktive edici sartlar ile
karsilasmakta ve enzim kaybina ugramaktadir. Enzimlerin liretim asamasinda
sonra endistriyel calismalarda ve itretim prosesleri sirasinda enzimlerin
inaktivasyonu ile enzim kayiplari meydana gelmektedir. Bu olay pH, sicaklik,
oksijen, denatiire edici maddeler, proteazlarin varligi gibi bircok faktortn etkisi ile
ortaya ¢ikabilmektedir. Bu sebepten dolay1 enzimlerin inaktive olmalar1 olayina
karsi stabilizasyonu endiistriyel calismalar i¢in mecburidir. Stabilitenin arttirilmasi
ile meydana gelen enzim kayiplar1 6nlenerek, enzim preparatlarinin isletmede
olusturdugu maliyeti azaltacaktir. Enzimlerin islevselligi ile endistriyel
uygulamalar ve depolama esnasindaki stabiliteleri birbiri ile baglantilidir.

Endiistriyel alanlarda kullanimi ile alakali stabiliteleri islemler sirasinda enzim
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aktivitesinin korunmasi olarak bilinmektedir. Depolama stabilitesi ise enzimin
tretiminden kullanimina kadar ge¢en zamanda aktivite kaybinin en aza indirilmesi
olarak tanimlanmaktadir. Giinimiizde katki maddelerinin kullanimi, protein
miithendisligi ve kimyasal modifikasyonlar olduk¢a sik kullanilan metodlardir.
immobilizasyon ise kayda deger bir stabilite saglamasina ragmen, genellikle
biyoreaktor uygulamalarinda gelismeler saglamak ve biyokatalizérlerin kaybini

engellemek i¢in uygulanmaktadir[4]-[7].

Nisastadaki a -1,4 baglarini hidrolize eden amilazlar, endistriyel olarak ¢cok 6nemli
enzimlerdir. Amiloz, amilopektin ve glikojeni olusturan glikozlar arasinda bulunan
glikozidik baglarn parcalayabilme yetenegine sahip olan amilazlar dogada
hayvanlar, bitkiler ~ve mikroorganizmalarda bulunmaktadir. a-amilaz
glukoz/friiktoz surup Uretiminde, kagit, bira, nisasta, deterjan ensiitrisinde ve
ekmek yapiminda yaygin olarak kullanilmaktadir. Amilaz, uzun molekiillere sahip
olan oligosakkkaritlerin saptanmasinda glimiis nitrat testi ile mukayese
edildiginde daha basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Klinik kimya analizleri ile

biyoteknoloji ¢alismalarinda amilaz enzimi kullanilmaktadir[8]-[11].

a-Amilaz nisasta kaynaklarini sindirebilme kabiliyetleri ve immobilizasyonu
endustriyel olarak olduk¢a 6nem  tasimaktadir. «a-Amilazin = %1’lik
konsantrasyondaki patates, bugday ve misirin parcalanma oranlar1 8 saat
icerisinde %45.1, 53, 57.5 ve 12 saat icerisinde %48.6, 56.4, 63.2 olarak
siralanmaktadir. Ham nisasta granitllerini direkt olarak parcalayabilen enzimler,

ekonomik a¢idan ¢ok cazip gorilmektedir[12].

Enzim stabilizasyonu, uzun siireli devam eden ve yiiksek sicakliklarda gerceklesen
endistriyel prosesler icin olduk¢a 6nem arz etmektedir. Literatiir verilerine gore,
A. Carbonarius amilazin 20 dakika gercgeklestirilen inkiibasyonundan sonra 30°C
ile 80°C sicaklik araliklarinda aktivitesinin %85’ini, 90°C’de ki sicaklikta ise ise
%65’ini gosterdigi gorilmiistir. Yapilan bir baska ¢alismada A. flavus, a-amilazin
50°C sicakliklarda 60 dakika boyunca stabil oldugu goriilmiistiir. Endistriyel
calismalarda, yiiksek sicakliklarda gerceklestirilen sekerlestirme metodlarinda
genellikle yliksek termostabiliteye sahip mikrobiyal amilazlar tercih

edilmektedir[13], [14].
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1.2 Tezin Amaci

immobilizasyon yéntemleri, stabilize edici bazi maddelerin enzim c¢ozeltisine
eklenmesi, modifikasyon yontemleri, yliksek kararliliga sahip olan enzimleri
ureten mikroorganizmalarin varligl, protein miihendisligi ile enzimlerin
stabilizasyon islemleri gerceklestirilmektedir. Enzimleri inaktive edici 6zelliklerini
engellemek tlizerine yapilan modifikasyon islemlerinden biri de enzim ytlizeyinde
kilif olarak ¢eviren polimerler ile gerceklestirilen ¢alismalardir. Enzim yilizeyinde
kilif olusturan hidrofilik 6zellikteki polimer, hidrofobik ara yiizeyler ile enzimlerin
etkilesimini engellerken, enzim iizerinde bulunan gruplar ile reaksiyon
verebilmektedir. Polietilen glikol aldehit polimerleri kullanilarak gergeklestirilen
enzim-polimer konjugatlary, enzimlerin kararliligini arttirmaktadir. Bu tez
calismasi, a-amilaz-PEG aldehid konjugatlarinin hazirlanmasi ve farkl kosullardaki

kararhiliklarinin incelenmesini amaglamaktadir.
1.3 Hipotez

Hedeflenen ¢alisma ile a-amilaz enziminin o-amilaz/PEG aldehid konjugatlari
basarili bir sekilde sentezlenmis ve calisma amacina ulasmistir. Bu konjugatlarin
optimum kosullar1 belirlenmis; serbest enzime gore kiyasla termal stabiliteleri
daha yiiksek, uzun 6mirlii ve kararl konjugatlar elde edilmistir. Kararh yapis1 ve
sahip oldugu uzun raf 6mri ile gelistirilen konjugatlarin enzim bazl biyosensor

uygulamalarinda 6zellikle avantajl bir kullanim saglayacagi goriilmektedir.
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2

ENZIMLER

Enzimler, kimyasal katalizorlerden farkl olarak, reaksiyonlar1 sulu c¢ozeltilerde
normal sicaklik ve pH, dusuk sicaklik gibi ¢ok 1limli kosullarda katalizleyen,
boylelikle 1siya duyarh substratlarin bozunmasi olasiligini azaltan, siire¢ boyunca
korozyon etkilerini ve enerji ihtiyaclarini azaltan katalizorlerdir[15]. Katalitik RNA
molekillerinin ¢ok az bir kisminin disindaki biitiin enzimler protein
yapisindadirlar[16]. Enzimler yiiksek substrat ozgiirliigline sahiptirler.
istenmeyen yan iiriinlerin reaksiyonlarda daha az olugmasini saglarlar, dolayisiyla
materyal maliyetini disgtrirler ve irin ayristirma islemlerinin daha kolay
yapilmasina katkida bulunurlar[15]. Enzimler, canli organizmalar tarafindan
uretilen, farkli maddeler igeren spesifik bir kimyasal reaksiyonu katalizleyen ya da
kolaylastiran, kendisi reaksiyondan bozulmadan ve degisiklie ugramadan
cikabilen protein molekiilleridir[17]. Enzimler molekiill agirligi 6000-600000
araliginda olan uzun aminoasit zincirleridir. Biitiin enzimlerin proteinleri genler ile
sifrelendiginden o6tiiri her enzimin de aminoasit dizilimi farklidir. Bu sebepten
dolay1 her bir enzim birbirinden farkli bir ti¢ boyutlu yapidadir[18]. Yapay ve
inorganik katalizorlerden farkli olarak enzimler olduk¢a fazla katalitik giice
sahiptirler. Enzimlerin reaksiyonlar1 uygun ortamda spesifik ve hizli bicimde
katalizliyor olmasi, enzimlerden dogal ortamlarinin disindada faydalanabilme
olanagi saglar[16]. Uygun ortamin saglanma sartiyla etkilerini normal ortamlarinin
disindada gosterebiliyor olmalari, enzimlerden bir¢ok alanda yararlanabilme
olanagi vermektedir[4]. Enzimlerin bir¢cok avantaji bulunmaktadir. Yiiksek iiriin
kalitesi, gereksiz enerji tiiketiminin o6nlenmesi, tepkimenin 1liml ortamlarda
gercekle, smesi ve tepkime hizinin 1016 kata kadar yiikselmesi gibi avantajlari
bulunur[19]. Enzimlerin canli hiicrelerin islev ve o6zelliklerini organize etme
gorevinden endiistriyel 6lcekli pek cok reaksiyona kadar gérevi olmakla birlikte
baz1 dezavantajlar1 da mevcuttur. Uretim maliyetinin yiiksek olmasi, kararh yapida
olmamalari, ¢ok az substrat spesifitesine sahip olmalar1 bu dezavantajlar arasinda
yer almaktadir[20]. Enzimlerin Kkatalizledikleri reaksiyon sonunda {riini
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kirletmeleri ve bu enzimin tekrar elde edilmesinin fazla maliyetli olmasi gibi
olumsuz yanlar1 bulunmaktadir. Bunun yani sira dogal ortamindan izole edilen bir
enzimin aktivitesinde dusiis gozlemlenir[21]. Endistrideki yeni ihtiyaclar ve
biyoloji-kimya alanindaki yeni gelismeler, enzimlerin dezavantajlarini yok etmek
icin birgok ¢alisma yapilmasini saglamistir. Segicilikleri arttirilan enzimler ile dogal
veya dogal olmayan substratlari faydali ara yada son triinlere doniistiiren pek ¢ok
enzimatik reaksiyonun oldugu kanitlanmistir. Ayni zamanda enzim
reaksiyonlarinin kapasitelerinin arttirilmas1 amaciyla; enzimlerin tekrar kullanimi
adina geri kazanimlarinin kolaylastirilmasi ve kararliliklarinin arttirilmasi igin
teknikler tretilmistir[22]. Enzimler Sekil 2.1’de gosterildigi gibi tekstil, gida, deri
ve deterjan gibi bircok endiistri alaninda 6nemli kullanim alanina sahiptir.
Enzimler gida endiistrisinde sterilizasyon ve pastorizasyonun uygun bir sekilde
yapilip yapilmadigini tayin etmek icin kullamlir. Ik ¢aglardan beri peynir
iretiminde enzimler kullanilmaktadir. Peynirin iiretiminde mayalar ve gida
bakterileri kullanilmistir. Aynm1 zamanda peynirin Uretilmesi enzimlerin
dondurulmasi veya enzim etkinlikleri ile gerceklestirilmistir. Yine ¢ok
kullandigimiz gida Uriinlerinden olan ekmegin mayalanmasinda da,
karbondioksitin enzimatik turiin olarak kullanilmasiyla gerceklestirilmektedir[23],

[24].

tekstil

deri ve kagit

»41%
ila¢ —
m17%

m17%

deterjan iiretimi

gida ve yem

Sekil 2.1 Enzimlerin kullanim alanlar1[23]
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1930 yillarinda gida endiistrisinde enzimler meyve suyu sanayisinde kullanilmaya
baslanmistir. 1960 yillarinda ise nisasta sanayisinde mikrobiyal enzimlerden
faydalanilmistir. Enzimlerin en ¢ok kullanildigi sanayi dallarinin en basinda nisasta
ve deterjan sanayisi gelmektedir. Endustriyel enzimlerin %37’si deterjan, %12’si
tekstil, %11’i nisasta, %8’i firincillk ve %6’st hayvan yemi sanayisinde
kullanilmaktadir. Bugiine bakinca enzim gelisen teknoloji ile bircok enzim firmasi
cok genis uygulama alanlan icin enzim ticareti yapmaktadir. Bu endiistriyel
enzimlerin %?75’'inden ¢ogunu hidrolazlar olusturuyor. Protein parcgalayan

enzimler ise toplam enzim satisinin yaklasik %40’in1 olusturuyor|[25].
2.1 Enzimin Tarihi

Biyokimyanin tarihine baktigimizda bilimsel c¢alismalarin ¢ogu enzimlerin
incelenmesiyle alakalidir[17]. Kataliz ilk defa 1700’lerin sonlarinda etin mide
salgilariyla sindirilmesi tizerine yapilan ¢alismalarda fark edildi ve tanimlandi.
Daha sonrasinda yapilan ¢alismalar ise 1800’lerde gesitli bitki 6zleri ve tikriik ile
nisastanin sekere donlsimi tizerineydi[16]. 1833 yilinda Payen ve Persoz
nisastay1 sekere dontstiiren termolabil bir maddeyi alkol ¢oktiirmesiyle elde
etmeleri enzim alaninda yapilan en 6nemli ¢alismalardan olmustur. Gliniimiizde
amilaz olarak bilinen bu enzime o gilinlerde diastaz deniliyordu ve bugiin
enzimlerin sistematik adlandirmasindaki ‘ase’ eki'nin kaynagi bu c¢alismadan
gelmektedir[26]. 1850’lerde Pasteur sekerin maya yardimi1 ile alkole
fermentasyonunun fermentler araciligi ile katalizledigini bulmustur. Pasteur’'un
yaptigl bu ¢alisma ile beraber vitalizm fikrinin bir siire 6n plana ¢ikmasina sebep
oldu. Daha sonralar1 bu gorisiin ¢iirttilmesi ile biyokimya biliminin 6ni
acildi[16]. 1897 yilinda Eduard Buchner maya o6zitlerinin sekeri alkole
doniistiirdiigiinii buldu. Bu calisma sonrasi fermentasyon isleminin hiicrelerden
uzaklastirildiklarinda bile fonksiyonlarina devam eden molekiiller ile
gerceklestigini ispatladi. Daha sonrasinda ise Frederick W. Kiihne, Eduard Buchner
tarafindan kesfedilen bu molekiillere enzim adini verdi[16]. Kaj Ulrik Linderstrgm-
Lang’'in ve James Batcheller Sumner’in yaptigi calismalar, enzimlerin endiistriyel

tiretim ve kullanim metodlarinin daha da gelismesine olanak saglamistir[27].
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2.2 Enzimlerin Siniflandirilmasi ve Adlandirilmasi

Enzimler baslarda katalizledikleri reaksiyonda etki ettigi substratin sonuna ‘az’ eki
getirilerek adlandirihyordu. Ornegin, fosfat estelerinin hidrolizlenmesini saglayan
enzime fosfataz, lire hidrolizini saglayan enzime tireaz denilmistir. Tripsin, pepsin
gibi bazi enzimler de ilgili enzimatik reaksiyonla alakali hi¢bir ipucu vermeden
isimlendirilir. Daha sonralar1 enzim c¢esitliliginin artmasi1 ve yeni enzimlerin
kesfedilmesi ile sistematik bir adlandirmaya ihtiya¢ duyulmustur. 1961 yilinda
Uluslararas1 Biyokimya Birligi (International Union of Biochemistry, [UB)'nin
Enzim Komisyonu (EC), bugin de kullanilan ve enzim smiflandirma ve
isimlendirme kurallarini igeren bir rapor yayinlamistir. Bu ilk rapor, yayinlandigi
zaman sliresince bilinen 712 enzimi icerecek sekilde yazilmistir. 1964 yilinda bu
rapor degisikliklere ugramis, en son ise 1992 yilinda 3196 enzim icerecek sekilde
glincellenmistir. Uluslararasi Biyokimya Birligi enzimleri Tablo 2.1'de gosterildigi

gibi katalizledikleri tepkimelerin tipine gore 6 gruba ayirmistir.

Tablo 2.1 Enzimlerin siniflandirilmasi[16]

No. Simif Katalizlenen tepkime tipi
1 Oksidoredtiktazlar Elektronlarin transferi
2 Transferazlar Grup transfer tepkimeleri
3 Hidrolazlar Hidroliz tepkimeleri

Cift baglara gruplarin ilavesi ve
4 Liyazlar gruplarin yer degistirmesi ile cift

baglarin olusumu

. Molekiil icindeki grup
5 Izomerazlar
transferleri
ATP’nin ayrilmasi ile C-C, C-S, C-
6 Ligazlar

0 ve C-N baglarinin olusmasi
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Bu gruplarda kendi arasinda gruplara ayrilmistir. Biitiin enzimlere katalizledigi

tepkimeyi belirten 4 sayili bir Numara ile sistematik bir isim konulmustur. Bu

numaralandirma E.C (Enzim Komisyonu) harflerinden sonra gelen 4 rakamdan

olusur. ilk say1 sinifinin adini gosterir, ikinci say1 bir alt siifin, tigiincii say: alt-alt

sinifi, dordiincii say1 enzimin ayni li¢ rakama sahip enzimler arasindaki sinifini

belirtir. ()rnegin; ATP + D- Glukoz ADP + D - Glukoz 6- Fosfat Tepkmesini ATP:

Glukoz fosfotransferaz enzimi katalizlemektedir. Bu enzimin enzim komisyonu

numarasi (“Enzim Comission” Number) 2.7.1.1'dir[16], [17], [28], [29].

2.3

10.

Enzimlerin Ozellikleri

Genellikle enzimler 40°C 'nin istiinde ve pH’s1 5’den kiiciik 9'dan biiyiik
cozeltilerde aktifligini kaybeder. Buzdolabinda 2-5°C’de saklayarak
aktifliklerini daha uzun stire koruyabiliriz[30].

Enzim tepkimeleri tersinir reaksiyonlardir ve molekiillerin yapim ve yikim
reaksiyonlarinda gorev alirlar.

Enzimler girdikleri reaksiyondan degisiklik gormeden c¢ikarlar ve tekrar
tekrar kullanilabilirler.

Enzimler tepkimenin yoniini belirlemezler, dengenin oranim belirlerler.
Dengenin oranini ise sicaklik, konsantrasyon, gerekli 1s1 ve basing belirler.
Genelde yiiksek derecede secicilik 6zelligine sahiptirler.

Az miktarda enzim ile ¢ok kisa zamanda fazla miktarda irin iretilebilir,
kapasiteleri fazladir.

Enzimler substrat ile birleserek enzim-substrat kompleksini olustururlar ve
reaksiyonun aktivasyon enerjisini diistriirler[31].

Enzimler takim olarak ¢alisirlar. Bir enzim etki edecegi reaksiyonun triini
olabilecegi gibi ayn1 zamanda kendinden sonra gelen enzimde substrati
olabilir. Ornegin, amilaz nisastayr maltoza, maltaz enzimi de maltozu
glikoza parcalar. Glikozda laktik aside doniistiiriiltr.

Kimyasal katalizorler birden fazla kimyasal reaksiyonda yer alirken,
enzimler tek bir tepkimeyi katalizlerler.

Baz1 faktorler enzim reaksiyonunu olumlu etkiler. Bunlara aktivator denir.

Enzimler belirli bir aktivatéor yardimiyla aktiflesirler ve sonrasinda da
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aktivatorlerini degistirmezler. Bu sebepten bir hiicrede enzim miktar

aktivator miktarindan fazla gelir[32].
2.4 Enzimlerin Yapisi

Enzimler protein yapili molekiillerdir. Bazi durumlarda proteine, protein yapisinda
olmayan daha ufak yapili molekiillerin baglanmasi ile olusan bir yap1 gozlenir.
Enzimlerin yapisi Sekil 2.2’de gosterilmektedir. Olusan bu yapida enzimin protein
kismi1 ‘apoenzim’ olarak adlandirilir. Her ikisine birden de ‘Haloenzim’ adi
verilir[33]. Baz1 enzimler katalizi protein yapilariyla yerine getirebilirken, bazilari
protein yapisinda olmayan “kofaktor” denilen gruplara ihtiya¢ duyarlar. Enzimler
icin kofaktor gorevi yapan bazi inorganik elementler Tablo 2.2’de gosterilmektedir.
Kofaktorler Fe+2, Mg+2, Mn+2 ve Zn+2 gibi metal iyonu olabildigi gibi, “koenzim”
denilen kompleks organik yada metaloorganik bilesigi olabilir. Koenzimler enzimin
protein yapisina kovalent baglarla baglanmislarsa ‘Prostetik Grup’ adini
almaktadir[16], [28]. Enzimin etki ettigi madde veya madde karisimina ise
‘substrat’ denir. Yani enzimlerin {zerinde etkili olduklar1 ve iriline
doniistiirebildikleri bilesikler o enzimin substratlaridir[34]. Grup transferi

gerceklestiren bazi koenzimler Tablo 2.3’de gosterilmektedir.

Kofaktdr Aktif Bolge Koenzim

Apoenzim

\ J
s /4

Holoenzim

Sekil 2.2 Enzimin yapisi[35]
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Tablo 2.2 Enzimler i¢in kofaktor gorevi yapan bazi inorganik elementler[16]

Metal iyonu Enzim

Cu+2 Sitokrom oksidaz
FetZve Fe+*3 Sitokrom oksidaz, Katalaz ve Peroksidaz
K+ Piruvat kinaz

Hekzokinaz, Glukoz 6-fosfotaz ve

Mg+2
Piruvat kinaz
Mn+2 Arjinaz, Riboniikleotid rediiktaz
Mo Dinitrogenaz
Ni+2 Ureaz
Se Glutatyon peroksidaz
Zn+2 Karbonik anhidraz, Alkol dehidrogenaz

Enzimler genellikle bir tek substrati iiriine dontstiiriir. Enzim molekiillerinde aktif
merkez denilen 6zel bir cep ya da yuva bulunur. Aktif merkez substrata uyumlu
olan ti¢-boyutlu bir yiizey olusturan aminoasit yan zincirleri icerir. Aktif merkez
substrati baglayarak bir enzim-substrat (ES) kompleksi meydana getirir. Enzim-
substrat kompleksi enzin-iirtin kompleksine doniisiir ve sonrada enzim iriinden

ayrilir[16], [36]. Sekil 2.3’de substrat-enzim etkilesimleri gosterilmistir.
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Tablo 2.3 Grup transferi gergeklestiren bazi koenzimler[16], [17]

Koenzim Tasimilan Birim

Biyotin CO2
Koenzim A Acil gruplari
Deoksi adenozil kobalamin H atomlari ve Alkil gruplari
Flavin adenine diniikleotit Hidrojen atomlari (elektronlar)
Nikotinamid adenine diniikleotit Hidrojen atomlar (elektronlar)
Lipoamid Agil gruplari
Piridoksal fosfat Amino gruplari
Tiamin pirofosfat Aldehit gruplari

(a) Anahtar Kilit Modeli
Z Aktif Balge _ Substrat
> = ity .
a5 f’/ e a @ P
Sl Ead B
\ _::'-: . 1 J 2 ',c-.‘\
\‘-\\- "\__"1_-,7' y k\,\ = \& \:;—:]}

Enzim Enzim Substrat Enzim Uran
Kompleksi (Degismeden)

(b) Etkilesme sonucu uygunliuk modeli
Substrat

& - ) P2 & — _ B
{ 3’“‘.»{"-"\"'\/"‘"} —p> S " :‘ —> Gl Rt +
b > N e 5 < >

% o
\'\p\- __/;'-'-" NGOG /—7‘ g . \\'"\:'—'_u’_"//
Enzim Substrat =
Enzim Urdan
Enzim Kompleksi

Sekil 2.3 Substrat-enzim etkilesimleri: a) Anahtar-kilit modeli, b) Etkilesme
sonucu uygunluk modeli [37]
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Enzimler spesifik aktiviteye sahip proteinler olduklari i¢cin, enzimin bu spesifitesi
substratla gecici olarak enzim-substrat kompleksini kurmaya yarar. Bu gecici
kompleks sayesinde triinler olusur, daha sonra enzim substrattan ayrilarak tekrar
eski haline geri doner. Substratin enzimin iizerinde baglandig1 aktif bolgeye ise
katalitik bolge denir. Substratin enzime baglanmasi anahtarin kilide uymasi gibi
bir uyum gosterir. Enzimler substratlarina karsi ¢ok iyi spesifite gosterdikleri i¢in
kendine 06zgii ve uyumlu tek bir substratla baglanarak tek bir iriin

olustururlar[38].

Aktivite tayinlerinde bazen olusan iriin miktar1 bazen de kaybolan substrat
miktari 6l¢lilmektedir. Enzimlerin aktivite 6l¢limiinde hassas ve pratik bir yontem
secilmelidir. Uygun kosullarda ve bir dakikada bir mikromol substrati irtne
dontistiiren enzim miktar: bir tinite olarak adlandirilir. Enzim tinitesi U ya da Ul
seklinde gosterilir. Yaygin olarak kullanilan bir diger birim ise spesifik aktivitedir.
Spesifik aktivite bir miligram proteinde bulunan enzim tinite sayisidir ve linite/mg

protein olarak gosterilir[39].
2.5 Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Enzim Konsantrasyonunun Etkisi
Substrat Konsantrasyonunun Etkisi
Sicakligin Etkisi

Inhibitér Etkisi

pH Etkisi

A

2.5.1 Enzim Konsantrasyonunun EtKkisi

Enzimin substrata doymus oldugu kosullarda enzim reaksiyon hizi ile enzim
konsantrasyonu birbiriyle dogru orantilidir. Enzimin konsantrasyonu arttikca
enzim reaksiyonunun hizi da ona bagh olarak artar. Reaksiyonun gerceklestigi
ortamda ne kadar enzim molekiilii bulunuyorsa, reaksiyon da bu molekiillere bagh
olarak hizli gerceklesecektir[16]. Tepkimenin baslangi¢ hiz1 yeterli miktarda triin
olusmadan evvel ki halidir. Enzim tepkimesinin baslangi¢ hizi, enzim miktar ile

dogru orantilidir. Enzim miktar1 tepkimenin hizin1 degil, yalnizca baslangi¢ hizina
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etki eder[40]. Enzim konsantrasyonu yiikselirken substrat konsantrasyonu sabit
kalirsa, substratin tamami ES kompleksine dontlisene kadar tepkimenin hizi artar.

Substrat tiikendigi anda reaksiyon hizinda ki artis durur ve sabitlenir[41].
2.5.2 Substrat Konsantrasyonunun EtKisi

Sabit enzim konsantrasyonun da, enzim reaksiyonunun hizi belirli bir noktaya
kadar substrat kosantrasyonu ile artar. Tepkime hizi en ilist noktaya eristikten

sonra sabit kalir[16].
2.5.3 Sicakligin Etkisi

Sicakligin etkisi enzimlerde iki farklh sekilde goriliir. Baslangicta enzimatik
reaksiyonun hizi sicaklik arttik¢a artar. Fakat protein yapili olan enzimler belirli
bir 1siya geldikten sonra denatiire olurlar ve etkilerini kaybederler. Boylece
hizlarinda diisiis gézlemlenir. Enzimlerin aktivitelerinin maksimumum oldugu bu
sicakliga da optimum sicaklik adi verilir[16], [32]. 0°C ile 50°C’ ye kadar olan
sicakliklarda enzim reaksiyon hizi artar, 50°C-90°C‘ye yiikseldiginde ise protein

denatiire olur. Boylece enzim etkinligini kaybeder.

Diisiik sicakliklarda enzim aktivitesi ¢ok yavas gerceklesir. Bu yiizden donmus
gidalar ortalama -10°C ile -20°C arasinda depolanir. Sicaklik arttikca enzim
aktivitesi de artar ve 10°C’lik her artista tepkime hiz1 iki katina ¢ikar. Bu etki
sicaklik sabiti (Q10) olarak adlandirilir[17]. Sicaklik artisiyla beraber artan
reaksiyon hizinda ki bu artisin sebebi kinetik enerjinin artisindan dolay:
kaynaklanir. Kinetik enerjide ki bu artis enzim yapisindaki baglar1 yok edebilecek

enerji bariyerini gecer. Optimum sicaklig1 astiktan sonra tepkime hizi diiser.

Enzimlerin kararli durumda bulundugu sicaklik, yer aldigi hiicrenin sicakligina
baghdir. Ornegin, viicut sicaklign 36 - 37°C olan bir insanda bulunan enzimlerin
kararli durumu 45-55°C’ye kadar siirer. Sicak sularda yasayan bakterilerde
bulunan enzimlerde ise 70°C ve civarindaki sicakliklarda optimum sicakliga
ulasmis olurlar[40], [42]-[44]. Reaksiyon hizinin sicaklik ile degisimi Sekil 2.4’de

gosterilmektedir.
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Enzimin sicakliga bagl
i inaktivasyonu

Reaksiyon hizi (V)

L O L

Sicaklik (°C)

Sekil 2.4 Reaksiyon hizinin sicaklik ile degisimi[45]
2.5.4 Inhibitor Etkisi

Enzimlerin aktivitelerinin bazi bilesikler araciligl ile in vivo ve in vitro olarak
azaltilmasi veya yok edilmesi islemine inhibisyon denilir. Bu olaya neden olan
bilesiklere de inhibitor ad1 verilir. Bu inhibitorler de enzim-substrat olusumunun
normal bir sekilde gerceklesmesine engel olurlar. Metal iyonlarinin bir ¢ogu enzim
aktivasyonunda yer alsa da, baz1 tirtinler bulundugu ortamin iyonik yapisini ve pH
degerlerini degistirerek enzimlerin aktivasyonunu inhibe ederler. Biyolojik
sistemlerde enzimatik aktivitenin inhibisyonu tek basina bir kontrol sistemi
olusturur. Bircok zehirli bilesik ve ila¢ islevlerini bu yol ile

gerceklestirmektedir[17], [46]-[48].
2.5.5 pH Etkisi

pH derecesi ortamin asitlik ve bazlik derecesini belirtir ve 0-14 arasinda degisir.
Enzimlerin aktiviteleri H+ iyonu konsantrasyonu veya pH derisimlerinden
etkilenir. Her enzimin optimum ¢alistig1 bir pH aralig1 vardir. Bu noktaya optimum
pH denilmektedir. Enzim aktivitesi, bu noktadan diisiik veya yiliksek pH’larda
azalir[16]. Genellikle enzimlerin optimum pH degeri 6-8 arasinda degiskenlik

gostermesine ragmen bazi istisnai durumlarda mevcuttur. Ornegin, midede
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bulunan pepsin enzimi en iyi pH 2’de c¢alisir. Bu ortamda bir¢ok enzim denatiire
olurken pepsin enziminin aktif konformasyonu mide ortaminin asitligine uyum
saglamistir. Bu duruma karsilik ince bagirsakta bulunan tripsin enzimi en iyi pH

8’de ¢alisir[42]. Reaksiyon hizi ile pH degisimi Sekil 2.5’de gosterilmektedir.

Pepsin  Tripsin

Alkalin fosfataz

Reaksiyon hizi (V)

3 5 7 9 11
pH

Sekil 2.5 Reaksiyon hizi ile pH degisimi[45]

2.6 Amilaz Enzimi

Amilaz enzimi, nisasta endiistrisinde, firincilikta, analitik kimyada, deterjanlarda,
tekstilde, ila¢ ve kagit endiistrilerinde biiytik uygulamalarla enzim satislarinin
yuksek pazar payini elinde tutan en 6nemli endiistriyel enzimlerden biridir[49].
Amilaz enzimleri bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi farkl kaynaklardan
elde edilir[50]. Genellikle mikrobiyal kaynaklh enzimler endiistride tercih
edilir[51]. Bunun sebebi mikrobiyal kaynakli amilazlarin daha kararli, daha uygun
fiyatl, cok yiiksek katalitik aktiviteye sahip olmalar1 ve fazla miktarda elde
edilebilmeleridir[52]. Glniimiizde en Onemli endistriyel amilaz kaynaklari
Bacillus, Aspergillus ve Rhizopus tiirleridir[53]. Amilaz enzimi, nisasta
molekiliindeki glikozid baglarini hidroliz yoluyla pargalar. Amilazlar, a-amilazlar
ve B-amilazlar olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir. a-amilazlar nisastada a-1,4
glikozid baglarini kirarken, 3-amilazlar nisastanin indirgenmeyen uglarindaki o-1,
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4 baglarim kirarlar[49]. Onceden sadece amilopektin ve amilaz molekiillerinin a-1,
4-glukozidik baglarini kiran endo-amilaz enzimler i¢in amilaz denilirdi.
Glinlimiizde ise dallanma gdstermeyen amilazlar, endo-amilazlar, ekzo-amilazlar

olmak tzere amilaz enzimi 3 gruba ayrilmaktadir[54].
2.6.1 a-Amilaz

a-Amilazlar mikroorganizmalarin, bitkilerin ve hayvanlarin karbonhidrat
metabolizmasinda merkezi bir rol oynarlar. Ticari olarak kullanilan ilk
enzimdir[55]. Ayrica, gida ve nisasta isleme endistrisinde yaygin olarak
kullanilirlar ve proteazlardan sonra modern biyoteknolojide en ¢ok kullanilan
enzimler haline gelirler[56]. a-Amilazlar (1,4-a-D-glukan glukanohidrolaz; EC
3.2.1.1) endoenzim tiiriinde enzimlerdir. a-amilaz enzimi nisasta molekiiliiniin a-1,
4 baglarim kirarak polimeri makro molekiill olan dekstrin ve maltoza
dontstirir[57]. a-Amilaz enziminin bir ¢ogu saf kristal seklinde
tretilebilmektedir[58]. a-amilaz enzimi 294 tane su molekiilii ve 478 adet amino
asit (9 adet triptofan) icermektedir[59]. Ayrica, a-amilazlar 10 ile 210 kDa arasi
degisen molekiil agirhiklarina sahiptirler. Mikrobiyal kaynakli a-amilazlarin
molekul agirliklart ise 40-70 kDa arasinda degisiklik gosterir[49]. a-Amilazin

amino asit bilesimi Sekil 2.6’da gosterilmektedir.

o Amino asid bilegimni

| |I | _

leu Al Gl Ser Val Glu Lys le Amg Thi Asp Fro Asn Gin Fhe Tyr Met Hs Gy Trp

Sekil 2.6 a-Amilazin amino asit bilesimi [60]
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Nisasta molekiiliiniin i¢ kisimlarinda bakteriyel a-amilazlarin hidroliz
yapabilmelerinin temel sebebi anomerik karbon atomunun a-konfigiirasyonundan
kaynaklanmaktadir ve yiiksek sicakliga dayanikli enzimlerdir. a-Amilazlar
termostabil enzimlerdir. Bu termostabilite o6zelligi, iyonik etkilesimlerin
artmasindan, yiizey alaninin azalmasindan ve i¢ kismindaki paketlenme saglayici
etkilesimlerin artmasindan kaynaklanabilir[59], [61]. a-amilaz molekiiliiniin

sematik diyagrami Sekil 2.7’de gosterilmektedir.

Sekil 2.7 a-Amilaz molekiiliiniin sematik diyagrami[60]

Tekstil endiistrisinde, tutkal ve yiyecek liretiminde, nisastanin sivilastirilmasinda
termostabil 6zellik gosteren a-amilaz enzimi kullanilir. a-Amilazlar metaloenzim
tirindedirler ve en az bir tane Ca*? igerirler. Diger iyonlardan daha kuvvetli
affiniteye sahip olan kalsiyum iyonu, a-amilazlarin aktivite gosterebilmeleri icin
cok Onemlidir. Boylece bu enzimler Ca*? iyonu baglayabilmektedir. Bu iyon
calismalar sonucunda enzimdeki protein yapinin yakininda bulunmustur. Buna ek
olarak reaksiyonun olusmasina yardim eden Cl- iyonunu baglama o6zelligine de
sahiptirler. Ancak bu iyon kalsiyum iyonundan farkl olarak aktif bélgenin altindan
baglanir. a-Amilazin aktif bolgesi Sekil 2.8’de gosterilmektedir. Ca+2 iyonlari, ug
pH ve sicaklik kosullarinda a-amilazlarin dayanikliligini tripsin ve pepsin gibi
proteazlara karsi arttirirlar. Diger bir deyisle enzimin stabilitesini arttirilar.
Enzimin yapisinda bulunan kalsiyum iyonlari, diyaliz ydntemiyle enzimden
uzaklastirilabilir[49], [62]-[67]. a-Amilaz enzimi bazi agir metaller tarafindan
inhibe olabilirler. Bunlara ornek olarak kursun, bakir ve civa agir metalleri
verilebilir[68], [69].
33



Sekil 2.8 a-Amilazin aktif bolgesi[70] (Uglii asidik grup (kirmizi), bes seker
biriminden olusan zincir (sar1 ve turuncu), kalsiyum iyonu (gri kiire), klor iyonu
(yesil kiire))

Enzimlerin kaynagina gore optimum pH degerleri degismektedir. Cogunlukla a-
amilazlarin optimum pH degerleri 4-7 arasinda degismektedir. Substrat baglanma
alanlar1 olan 5 alt liniteye sahip a-amilazlarin bu bélgelerine substratin yerlesme
katalitik aktivitesinin maksimum pH’1 nétralden daha ¢ok asidiktir. a-amilazlarin
optimum sicakligi 20-40°C arasindadir. 50°C’ nin tUzerinde saflastirilmis a-
amilazlar aktivitelerini kaybederler. Substrat ve Kkalsiyum tesiriyle enzimin

inaktivasyonu azaltilabilir[66], [71].

Bacillus licheniformis alpha-amylase
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Sekil 2.9 Bacillus licheniformis K-amilazin pH aktivite probu ile yaklasik pKal ve
pKa2 degerlerini gosterir. Etkinlik istege bagl olarak gosterilir.[72]
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3

POLIMERLER

Polimerler, yiiksek molekil kiitlesine sahip, ayni ya da farkli ¢ok sayida
monomerlerden olusan yapilardir. Yapilarinda ¢ift bag, ti¢lii bag, iki veya daha fazla
fonksiyonel grup bulundurabilen monomerler, kendisinden daha biiyiik molekiil
kitlesine sahip bilesikler olusturmak amaciyla kendisiyle ve ya farkh bilesiklerle
kimyasal bag kuran kii¢cik molektllerdir. Polimerizasyon yontemlerinin ustiinliik
ve eksiklik acisindan karsilastirilmasi Tablo 3.2’de gosterilmektedir. Kimyasal
tepkimelerle monomerden polimer olusumuna polimerlesme denir. Bu
reaksiyonlara ise polimerizasyon reaksiyonlari denir[73]-[75]. Polimerizasyon
reaksiyonlar1 isleyisleri mekanizmalari bakimindan iki simifa ayrilir. Bunlar
katilma polimerizasyonu ve basamakli polimerizasyon olarak adlandirilir.
Polimerizasyon yontemlerinin istiinliik ve eksiklik agisindan Kkarsilastirilmasi
Tablo 3.1'de gosterilmektedir. Katilma polimerizasyonu yontemi ile tiretilen
polimerlere katilma polimerleri denirken basamakli polimerizasyon yontemi ile
tretilenlere de basamakli polimer denir[76]. Katilma polimerizasyonlar1 iyonik
zincir polimerizasyonu ve radikalik zincir polimerizasyonu olarak iki sinifa ayrilir.
Katilma polimerizasyon cesitlerinin sekilleri Sekil 3.1'de gosterilmektedir.
Radikalik polimerizasyonda zincir biliyiimesini saglayan aktif merkezler radikalik
karakterdedir. Iyonik polimerizasyonda ise zincir biiyiimesini saglayan bu aktif
merkezler iyonik karakterdedir ve aktif merkezin karakterlerine gére anyonik
zincir  polimerizasyonu ve  katyonik zincir  polimerizasyonu olarak
siniflandirilir[77]. Basamakli polimerizasyon ve katilma polimerizasyonunun
herhangi bir asamasinda ortamda bulunan molekiillerin biiyiikliikleri a¢isindan

karsilastirilmasi Sekil 3.2’de gosterilmektedir.

W\M/W\/WV\/\-—@ radikalik polimerizasyon
VVVVWW\'\NV\—@ katyonik polimerizasyon
wAasasnasann—()  anyonik polimerizasyon

Sekil 3.1 Katilma polimerizasyon ¢esitlerinin sekilleri [77]
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basamakli polimerizasyon katillma polimerizasyonu

Sekil 3.2 Basamakl polimerizasyon ve katilma polimerizasyonunun herhangi bir
asamasinda ortamda bulunan molekiillerin biiytikliikleri agisindan
karsilastirilmasi [76], [78]

Tablo 3.1 Polimerizasyon yontemlerinin tistiinliik ve eksiklik agisindan

Polimerizasyon Yontemi

karsilastirilmasi [77]

Ustiinlik

Basamakl

Uygulanabilecegi
monomer ve ¢ikis

maddesi sayisi fazla

Diisiik molekiil agirlikl
iriin, molekiil agirhigi
dagilimi genis,
stereokimyasal kontrol s6z
konusu degil, cogu kez 1s1

gerekli, tepkime hiz1 yavas.

iyonik Serbest Radikalik

Uygulanabilecegi

monomer sayisi fazla

Stereokimyasal kontrol s6z
konusu degil, 1s1 veya
radyasyon gereKli olabilir,

seciciligi zayf.

Katyonik

Molekiil agirhigi kontroli
yapilabilir,

uygulanabilecegi

monomer sayisi sinirlL.

Olefinik monomerlerle
sinirly, neme duyarly, diisiik

sicakliklar gerekli olabilir.
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Tablo 3.2 Polimerizasyon yontemlerinin tstiinliik ve eksiklik agisindan

karsilastirilmasi [77] (Devami)

Molekiil agirlig1 dagilimi

dar, bazen Uygulanabilecegi monomer
Anyonik stereokimyasal kontrol sayist sinirly, diisiik
olasi, blok kopolimer sicakliklar gerekli.
sentezine uygun.
Yiiksek segicilik, cok iyi Olefinlere uygulanabilir,
Koordinasyon stereokimyasal kontrol, vinil monomerleri icin

oda sicakliginda

gerceklesir.

yetersiz, molekiil agirlig

cok yiiksek degil.

Tablo 3.3 Polimerlerin siniflandirilmasi[79]

Dogal Polimerler

Sentetik Polimerler

Anorganik Polimerler

Seliiloz Stiren Esasli Polimer Kil
Nisasta Akrilamit Esasli Polimer Cam
Aljinat Naylon Silikajel
Karragenan Vinil ve Allil Polimerler Ponza Tas1
Kollagen Akrilat Esasli Polimerler Aktif Karbon
Jelatin Iyon Degistirici Recineler Metaller
Albumin Maleik Anhidrit Polimerleri Metal Oksitler
Ipek - Bentonit
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3.1 Biyopolimerler

Biyopolimerler, yenilenebilir kaynaklardan elde edilen, toksik yapida olmayan ve
biyolojik acidan par¢alanma 6zelligine sahip polimerlerdir. Biyopolimerler bakteri
ve yosunlardaki karmasik biyosentez islemleriyle iretilir. Biyopolimer tiretim
siireci Sekil 3.3'de gosterilmektedir. Yasayan organizmalar tarafindan meydana
getirilmis olan biyopolimerler, ASTM'nin yaptig1 tanmima gore: “bakteri, alg ve
fungus gibi mikroorganizmalarin dogal faaliyetleri sonucu tamamen yikilabilen,

dogal maddelerdir”[80], [81].

(" Nutrient

" Reactor | | pH  De-water,
and Growth Adjustment Sait
Water FPhase And Settling L Addition

.
l 1 1 4 ¥
e ( ™
Separation 70% 90% Ethanol
> VWash VWash Recovery
" J ~ S ./
‘ - ™\ e T
100% Chopping 100% Drving
Wash - Wash -+ Grnnding
< o ) 4 - g

Sekil 3.3 Biyopolimer liretim siirecini gosteren bir sema[82]

Ozellikleri iiretildikleri hammaddelerin cinsine bag olan biyopolimerler, ayni
zamanda uretildikleri ortamlarin fizyolojik kosullarinda yapilacak olan kimyasal

modifikasyonlardan da etkilenmektedir. Bu durum biyopolimerlerin bazi

ozellikleri ve kullanim alanlar iizerinde etkili olmaktadir. Nem, su direncliligi,
saydamlik, yiiksek 1siya karsi direnclilik gibi karakteristik o6zellikleri, bu

materyallerin nasil bir wuygulamada yani hangi endiistriyel proseste

kullanilabilecegini belirlemektedir[83],[84]. Biyopolimerler ile polimerler arasinda
temel fark yapilarindan dolayidir. Her iki yapida birbirine baghh monomerlerden
meydana gelmis olmasina ragmen biyopolimerin yapis1 kendine 06zeldir.
Biyopolimerlerin diger polimerlere gore en biiylik avantaji yenilebilir olmalar1 ve
bol miktarda bulunmalar1 sebebiyle diisiik maliyetle elde edilmeleridir[81], [85].
Proteinlerin yapitaslarinin dizilme siras1 birincil yap1 olarak adlandirilirken,
biyopolimerler = kendiliginden  karakteristik  olarak  katlanip  biyolojik
fonksiyonlarini kazanirlar. Ayni cesit tiim biyopolimerler tamamiyla aynidir.
Bunun sebebi genellikle biyopolimerlerin sentezi in vivo sistem tizerinde belli kalip
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tzerinden yiridiginden hepsi benzer dizide olurlar. Yani; benzer sayida
monomer igerirler ve agirliklar1 aynidir. Bu olaya biyopolimerlerin tekil-dagilim
(monodispersity) 6zelligi denir[81], [86], [87]. Biyopolimerlerin metaller, yiizey
partikiilleri ve diger polimerler ile kimyasal reaksiyonlara girme egilimleri, tekrar
eden bir diizene sahip olmalarindan kaynaklanmaktadir[85]. Biyopolimerler,
mikroorganizmalardan, bitkilerden veya hayvanlardan ya da aminoasit gibi
materyallerden sentezlenmis Kkimyasallardan olusan polimerler ile ayni
karakteristik 6zellikleri gosterir. Bu yiizden biyopolimerlerin farkl fiziksel 6zellik
gosteren farkl tiirlerde bir¢ok ¢esidi vardir. Bu polimerleri kimyasal yapilarina
gore sekiz ana gruba ayirabiliriz:

e DNA, RNA gibi niikleik asitler,

e Protein ve poliaminoasit gibi poliamitler,

e Seliiloz, nisasta, zantan gibi polisakkaritler,

¢ Kitin, polimalik asit, polihidroksi alkanoik asit gibi organik polioksiesterler,

e Politioesterler,

e Polifosfat gibi inorganik poliesterler,

e Dogal kaucuk, sumatra zamki gibi poliizoprenoitler,

Linyin ve humik asit gibi polifenollerdir[81], [88].

Biyopolimerler, fizyolojik aktiviteleri temel alinarak Tablo 3.3’deki gibi tli¢ temel

grup altinda siniflandirilmislardir.

Tablo 3.4 Biyopolimerlerin fizyolojik olarak siniflandirilmasi[89]

ﬁ Yapisal Tanim Ticari Uygulama Alanlari

Monosakkaritlerin Gida Maddeleri, Fiberik Yap;,
Polisakkaritler poliasetal ve/veya poliketal Yapistirici Kaplama, Yapisal
organizasyonlari Materyaller
o-aminoasitlerin Gida maddeleri, fiberik yapi,
Proteinler
poliamidleri tibbi ajan
Niikleositlerin ve fosforik Genetik miihendisligi (Tibbi
Poliniikleotidler
asitin poliesterleri ajan, Tarim kimyasallar1)
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Dogada en ¢ok bulunan ve bitkisel kaynaklarda mevcut olan polisakkarit yapidaki
biyopolimerler nisasta ve seliillozdur. Ancak polisakkaritik polimerler bitkiler
disinda farkli miktarlarda farkl canlilarda da bulunurlar. Yapilan arastirmalarda
hayvan ve mikroorganizma yapisinda da fazla oranda polisakkaritik bazda
polimerik yapilara rastlanmistir. Buna ornek olarak, kabuklu hayvanlarin
kabugunda, boceklerin dis iskeletinde ve 6karyotik mikroorganizma sinifinda yer
alan funguslarin hiicre duvarinda bulunan kitin ve kitosan polimeri verilebilir[90].

Dogal polimerlerin siniflandirilmasi Sekil 3.4’de gosterilmektedir.

#* Mikrobiyal - "i Alginik asit/alginat ‘
| : e
—Fll-m * Kitin/kitosan

Seliiloz

[ ’| Bitkisel | ’|
Karbonhidratlar Polisakkaritler = . " Rejenere seliiloz ‘
' ' Hemiselilloz '

—* Nisasta |

*Fermente nisasta *IPLLAJPLA polimerleri

"I Yiin, ipek, sag ‘
T Jelatinkollajen }

Proteinler| ¥ Polipeptitler [ ™
“‘ Kazein
" Trigliserit | *  Soya. aycicegi polimerleri ‘
Yaglar Lipitler| F—— Allitler ve ﬂavonoidlerl—l Kaju fistig1 kabugu stvisi
Tanen
._‘.'

Hidrofenantrenler } - "'_Rec'melcr

Sekil 3.4 Dogal polimerlerin siniflandirilmasi[70]

3.2 Biyopolimerlerin Cevresel Etkileri

Biyopolimerlerin negatif cevresel etkileri, yasam doéngiisiiniin basina ve sonuna
bakildiginda ¢ok diusiiktiir. Biyopolimerler fosil olmayan maddelerden olusarak,
biyolojik olarak dekompozisyona ugrayabilmelidir. Yani, mikroorganizmalar
tarafindan tiiketilerek topraga geri donemeli ve slireci tekrar baslatabilmelidir.
Boylece cevre dostu olan biyopolimerler dogada CO2, H20 ve biyokiitleye
doniisebilir ve giibre olarak kullanilabilirler[70], [91]. Biyopolimerler, siiresiz
yetistirilebilir tarimsal bitkilerden meydana gelen maddelerden

sentezlendiklerinden dolay1 yenilenebilir ve siirdiiriilebilir polimerlerdir. Bu
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nedenle biyopolimerlerin kullanimi strdiirilebilir bir sanayi olusturur. Bunlarin
aksine, petrokimyadan tiiretilen polimerler i¢in besleme stoklar1 sonunda yok
olacaktir[92].

3.3 Biyopolimer Cesitleri

Tiim canli organizmalarin temel yapi Uniteleri kabul edilen biyopolimerlerin en
¢cok kullanilan ve taninanlari, insanlar ve hayvanlarin ana besin kaynagi olan
karbonhidratlar, viicudun temel yap1 tasi olan proteinler ve niikleik asitlerdir
(DNA ve RNA). Cesitli Biyopolimerler, monomerleri ve islevleri Tablo 3.4’de
gosterilmektedir. Son yillarda, PGA (poliglikolik asit), PLA (polilaktik asit) ve PLGA
(polilaktik koglikolik asit) gibi dogal yollarla olusan monomerler ile iiretilen

polimerlerin de katilmasiyla biyopolimer ¢esitleri artmistir[93].

Tablo 3.5 Cesitli biyopolimerler, monomerleri ve islevleri[93]

Polimerler Monomer Islevleri

Niikleik Asitler (DNA ve Tlim organizmalarda bulunan
Niikleotid

RNA) genetic bilgi tasiyicilar

Biyolojik kataliz(enzimler),
biiytime etkileri, algilayici, yap1
Proteinler Aminoasit malzemesi (ylin, deri, ipek, sac,
bag dokular),

hormonlar(insulin)

Bitki hiicrelerinde ve diger
bazi organizmalarda yap1

malzemesi(seliiloz), enerji

Polisakkaritler
Seker depo malzemeleri (nisasta,
(Karbonhidratlar)
glikojen), molekiiler
tanimlama (kan tiirleri),
bakteriyel salgilar
Mikrobiyolojik enerji
Polihidrosialkonatlar Yag Asitleri

depolama malzemeleri
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Tablo 3.6 Cesitli biyopolimerler, monomerleri ve islevleri[93] (Devami)

Bitkilerde yap1
Polifenoller Fenoller malzemeleri(lignin), bitki

savunma sistemleri(tanen)

Polifosfatlar Fosfatlar Inorganik enerji deposu

Polisiilfatlar Siilfatlar Inorganik enerji deposu

3.3.1 Seliiloz

Diinyada en yaygin bulunan biyopolimer ve organik bilesik seliilozdur ve yeryiizii
materyalinin %33’lUnil olusturur. Senelik yenilenebilir kaynaklardan elde edilen
toplam seliiloz miktar1 1011-1012ton arasindadir. Diinyadaki toplam seliiloz miktari
ise 7.1011 tondur. Bitki hiicresi duvarlarinin temel yapisini meydana getiren bilesik
olan ve bitkiye esneklik saglayan seliiloz, ingilizce’de “hiicrelerden yapilmis”
anlamina gelmektedir. Epeyce kompleks bir yapiya sahip olan bitki hiicresi
duvarlar1 seliloz disinda hemiselloz, ksiloglukanlar, pektin ve protein
molekiilleride icermektedir. Bitki hiicresi icerisindeki seliillozun goriinimu Sekil
3.5'de gosterilmektedir. Bitkiye enerji verip gelismesini ve kendisini onarmasina
yardim eden besi suyundaki sekerin bir kismi da seliiloza dontisiir. Bu doniisen
seliiloz bitkinin bitkinin hasar gormiis kisimlarinin onariminda ve yeni olusan

hiicrelerin ¢eperlerinde kullanilmaktadir[94]-[98].
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Sekil 3.5 Bitki hiicresi icerisindeki seltilozun gorinimii[98]
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Anhidroglukoz birimlerinin u¢ uca eklenmesiyle (C6H1005) n molekiil formiiliine
sahip seliiloz olusmaktadir. Bu birimler, her iki birimden birisi digerine gore 180
derecelik bir doniisle tutunacak sekilde birbirilerine 1, 4-B-glukozidik baglarla
baglanmistir.  Polimerizasyon derecesi (DP) bu birimlerin miktarini

gostermektedir[97]. Seliiloz molekiil yapisi Sekil 3.6’da gosterilmektedir.

cnzou cuzou
cuzou cuzou

Sekil 3.6 Selliloz molekil yapisi[70]

Dogrusal bir molekul olan seliiloz, her monomerinde ili¢ adet hidroksil grubu
bulundurur. Bu hidroksil gruplarnt oksitlenmeye karsi hassas olup, diger
seliilozlardaki hidroksil gruplariyla hidrojen bagi kurabilme o6zelligine sahiptir.
Seliiloza hidrofilik 6zelligi hidrojen baglar1 kazandirir. Seliiloz biyopolimerinde
molekul i¢i hidrojen baglarida bulunmaktadir. Molekil i¢i hidrojen baglari,
seliilozdaki tek zincir konformasyonu ile ilgilidir. Seliilozdaki molekiiller arasi
hidrojen baglar1 kafes diizlem seklindedir ve OH gruplarn ile C-6 ve C-3 komsu
karbonlar1 arasinda bulunur[99]-[101]. Seliilozdaki hidrojen baglar1 Sekil 3.7’de

gosterilmektedir.
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Sekil 3.7 Seliilozdaki hidrojen baglari1[102]

43



Sellobioz, sellilozun en ufak alt tnitesi olup bir disakkarittir ve iki glikoz
molekulliiniin bir araya gelmesiye olusmaktadir. Sellobiozlar bir araya gelerek
bazik bir seliiloz polimeri olusturur. 8.000-12.000 glukoz monomerinden olusan
dogal seliiloz molekiilt, kendi tzerine bir ¢ok kez katlanmis ipliksi ve uzun bir
misel yapisinda bulunmaktadir[91], [96], [97], [103]. Sellobioz kimyasal yapisi
Sekil 3.8’de gosterilmektedir.

HOHLC
H 0

HO
oH

Sekil 3.8 Sellobioz kimyasal yapisi[96]

Seliiloz, diyaliz membranlarinin ¢ok biiytik bir boliimiinii olusturmala birlikte yara
ve yanik ortii malzemesi olarakta biyomedikal alanda kullanilmaktadir. Seliillozun
en yaygin kullanilan biyopolimerlerden biri olmasinin sebepleri; toksik olmamasi,
hesapli olmasi, kan ve dokularla yiiksek uyumluluk o6zelligi gostermesi olarak

siralanabilir[104].
3.3.2 Kitin ve Kitosan

Yapisal olarak seliiloza biiyliik benzerlik gosteren ve uzun, lineer yapili bir
biyopolimer olan kitin dogada seliilozdan sonra en sik bulunan ikinci polimerdir.
ilk kez 1811 yilinda mantarin yapisinda bulunan kitin, yengec, istakoz, karides gibi
deniz kabuklularinin temel bileseni olup, bu kabuklu su frilnlerinin dis
iskeletinden, boceklerden ve mantarlarin hiicre duvarindan elde edilmektedir.
Deniz hayvani kabuklari ve mantarlardan kitin eldesi Sekil 3.9’da gosterilmektedir.
Mikroorganizmalarin hiicre duvarlarinda bulunan ve kabuklu deniz canlilarinin
kabuk boliimlerinin hemen hemen %?20-30’luk bir boliimiinii meydana getiren
kitin, bu yapilara dayaniklik ve kararhilik saglar. Kitinin selatlama ajan1 olarak
kullanilmasinin  temel sebebi yapisinda bulundurdugu azottan dolay1

kaynaklanmaktadir[105]-[107].
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Sekil 3.9 Deniz hayvani kabuklari ve mantarlardan Kkitin eldesi[108]

Kitin bécek kabuklarinda hemen hemen %23,5, yengeclerde %17 ve karideslerde
%32 oraninda bulundugundan ekonomik olarak 6nemli bir kar saglamaktadir.
Buna karsin deniz kabuklar yerine funguslardan saglanan kitin daha avantajlidir.
Son yapilan arastirmalarda omurgali canlilarda da kitine rastlanmistir. Bu
calismalar sonunda yeryiiziindeki biitiin canlilarin %70’inden fazlasinin kitine

sahip oldugu anlasilmistir[106], [109], [110].

1811’de Henri Bracannot tarafindan kesfedilen kitosan kitinin tiirevlerinden en
onemlisidir. Bracannot mantarlardaki kitini siilfirik asitte ¢c6zmeyi denemis ancak
basarili olamamistir. Sonrasinda 1894 yilinda Hoppe-Seyler kitinden asetil oram
daha az olan kitosan1 elde etmek icin kitini 180°C'de potasyum hidroksit ile
reaksiyona (deasetilasyon) sokmus ve kitosan eldesinde basarili olmustur. Kitin ve
kitosan polimerlerinin yapisal olarak farki, kitosanda bulunan amin grubundan
kaynaklanmaktadir. Bu amin grubu bir ¢6ziinme sirasinda protonlanir ve bunun
sonucunda katyonik polielektrolit formuna doniisiir. Kitosanda bulunan reaktif
amino gruplar sayesinde kitosan kitine gore daha reaktiftir. Buna ek olarak Kkitini
cozerken yiiksek oranda toksik olan ¢oziiciiler kullanilirken, kitosanda seyreltik

asit olan ¢oziiciiler bile rahathikla kullanilabilir[107], [111], [112].
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KITIN

KITOSAN

Sekil 3.10 Kitin ve kitosanin kimyasal yapis1[112]
Kitin biyopolimeri aslinda poli-[(3-(1,4)-2-asetamid-2-deoksi-3-D-glukopiranoz]
yapisindadir ancak ¢ok az oranda 2-amino-2-deoksi-B-glukopiranoz
monomerlerini de bulundurmaktadir. Kitosan ise poli-[-(1,4)-2-amino-2-deoksi-
B-D-glukopiranoz] kimyasal yapisindadir. Kitin ve kitosanin kimyasal yapisi Sekil
3.10’da gosterilmektedir. Kimyasal olarak kitin ve kitosan polimerleri seliiloz
biyopolimeri ile benzerlik gostersede kendi aralarinda birkag farkliliga sahiptirler.
Seliiloz polimerinde ikinci karbona hidroksil (-OH) grubu baghyken, kitosanda
amin (-NH2) grubu, kitinde ise asetamid (-NHCOCHs3) grubu bagh
bulunmaktadir[113], [114]. Seliloz ve kitosanin kimyasal yapisi Sekil 3.11'de

gosterilmektedir.
HD

SELULOZ

o 0 o, ] o

- HO—7 . N\ O, T~

CHo- \\1 G"—'—""?\NO c:oh \/O---.Jf..-;\o/ OH \/0
IEI ! MNHz

HO- HO—

KITOSAN

Sekil 3.11 Seliiloz ve kitosanin kimyasal yapisi[115]
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Gliniimiizde cok genis bir kullanim alanina sahip olan kitosan tiptan gidaya,
eczaciliktan atiksu aritimina, ziraatten kozmetige kadar bir¢ok farkli alanda
kullanilabilmektedir. Kitosanin bu genis kullanimina olanak veren bazi 6zellikleri
vardir. Bu 6zelliklerin en basinda deasetilasyon derecesi ve molekiil agirligi yer
alir. Sonrasinda pH, viskozite ve renk seklinde diger 6zellikleri siralanmaktadir.
Mikroorganizmalarda kitokinaz enzimleri, lstiin yapili canlilarda lizozomal
enzimleriyle kolay parcalanan kitosan, bu o0zelligi sayesinde ila¢ sanayisinde
kullanilabilmektedir. Kitosanin negatif yiiklii heparin ile rahatlikla stabil bir bilesik
olustura bilmesinin nedeni katyonik o0zelliginde kaynaklanmaktadir. Kitosan-
heparin bilesigi epital dokunun onarimina yardimci oldugu icin sargi bezleri ve
yara bantlarinda kullanilmaktadir[111], [115], [116]. Kitin ve Kkitosanin bazi

uygulama alanlari ve spesifik kullanimlar1 Tablo 3.5’de gosterilmektedir.

Tablo 3.7 Kitin ve kitosanin bazi uygulama alanlari ve spesifik kullanimlari[111]

Uygulama Alani | Spesifik Kullanimlari

Ziraat Bitki katki maddesi, antimikrobiyal madde,

bitki tohumu kaplamasi, giibre yapimi

Gida Dogal kivamlastiricy, filtreleme ve
temizleme, yiyecek islemede, gida katki

maddesi

Tekstil Antimikrobiyal 6zellik kazandirmasi, ytlinli
kumaslarda ¢ekmezlik saglamasi, reaktif
boyamada tuz miktarini azaltmasi,

deodorant maddesi olarak kullanimi

Biyoteknoloji Kromotografik yontemler, enzim
immobilizasyonu
Kozmetik Sag sekillendirici yapimy, cilt nemlendirme,

zayiflama maddesi, deodorantlarda koku

giderici madde

47



3.3.3 Nisasta

Nisasta, ¢ok miktarda glukoz birimlerinin glikozidik baglar ile bir araya gelmesi ile
olusan polimerik karbohidrattir. Bu biyopolimer yalnizca glukoz monomerlerinden
olusmustur. Bu monomerler birbirine o-(1,4) baglan ile baglidir. Ayni zamanda
nisasta bitkiler icin bir enerji deposudur. Glukozun fazlasini nisasta olarak
sentezleyip depo yaparlar. Nisasta, depolanmis enerjiyi simgelemektedir[42].

Nisasta grantliniin yapis: Sekil 3.12’de gosterilmektedir.

Nisasta, kaynagina bagh olarak farkl oranlarda amilopektin ve amiloz igeren iki
farkli tir polisakkarit biriminden olusmaktadir[117]. Amiloz, nisastanin
dallanmamis zincir yapisi seklinde olan en basit formudur[42]. Amiloz dogrusal
yani lineer yapida olan bir molekiildiir. Molekiil agirhgy, bitkilerin olgunlasmasina
ve onlarin tiirlerine baglh olarak ortalama 250 000 (1500 anhidro-glukoz)
birimidir. Amiloz molekiiliinde zincirler uzun ve dallanmalar seyrek oldugu icin

dallanmamis kabul edilir. Amilozun yapisi Sekil 3.13’de gosterilmektedir.

Sekil 3.12 Nisasta graniiliiniin yapisi[118]
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o-1.4 bag

Sekil 3.13 Amilozun yapis1[119]
Amilopektin, a-(1, 4) baglar ile birbirine baglanmis a-D-glukoz birimleri ile
beraber o-(1, 6) bagi dallanma noktalarindan bir araya gelmistir. Bu baglarin
ortalama %5’i a-(1, 6) baglaridir. Amilopektinin molekul agirlig: ise yaklasik 107-
108 ‘dir. Nisastanin kristal yapidaki ana bilesenidir. Amilopektinin molekiil
agirhiginin yiksek olmasindan dolayr molekiler yapisinin belirlenmesi oldukga

zordur[118]. Amilopektinin yapisi Sekil 3.14’de gosterilmektedir.

CH,OH CH,OH
nAT O\ nAT C\wm
-0 OoH H o OH H a-1,6 bag

cnzou cn20H CH. cnzon cuzon
H/n H/n H/n H/n H/n
OH

Sekil 3.14 Amilopektinin yapisi[119]

Nisastanin yapisinda bulunan amiloz ve amilopektin baz1 enzimlerin etkisiyle
beraber parcalanma irlnlerine donisiirler. a-amilaz, nisastanin yapisinda
bulunan a-(1-4) baglarini rastgele bir sekilde kirarak kii¢iik parcalara déniistirtr.
B-amilaz ise nisastanin yapisinda bulunan zincirlerde, 6ncelikle indirgen olmayan
uclardaki ve sonrasinda diger o-(1-4) baglarimi kirar. Sonucunda da maltoz ve
dekstrinleri olusturur. Glukoamilaz da nisastanin indirgen olmayan uclarinda
bulunan a-(1-4) baglarini kirar ve D-glukoz birimleri meydana gelir. Sonrasinda
dallanma noktalarinda bulunan o-(1-6) baglarini da kirar. Boylece nisasta

tamamiyla D-glukoza doniismiis olur[118].

Amiloz, nisastanin suda ¢oziinen bir bilesenidir. Amiloz, diiz zincir yapisinda olup
zincirin uzunlugu 250-2000 glukoz birimi zincir uzunlugundadir. a-(1-4) baglari
ile glukoz birimlerinin bir araya gelmesi sonucu amiloz molekiilii olusur. Her 1000
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glikozidden sonra a-(1, 6) glikozid yan gruplar1 bulunur. Amiloz da dallanma
olduk¢a az oldugundan diiz bir yap1 gosterdigi kabul edilir[120]. Amiloz ve

amilopektinin yapisal karsilastirilmasi Tablo 3.6’da gosterilmektedir.

Tablo 3.8 Amiloz ve amilopektinin yapisal karsilastirilmasi[121]

Graniildeki yiizde agirhk %15-35 %65-85
a-1,6 dallarinin yiizdesi <%1 %4-6

Molekiil kiitlesi (Da) 104-105 107-108

Polimerizasyon derecesi 102-103 103-104
Zincir uzunlugu 3-1000 3-50

Amilopektinin yapisinda ise 1.000.000 glukoz birimi bulunmaktadir. Dallanmis bir
yapida olan amilopektin, nisastanin suda ¢6ziinmeyen bir yapida olan bilesenidir.
Amilopektin de amiloz molekiilii gibi a-(1, 4) baglari ile bir araya gelmis D-glukoz
monomerlerinden olusur. Ortalama 600-6000 glikozid grubu bulunmaktadir.
Amilopektin dallanma kisimlarinda a-(1, 6) baglarinida tasidig1 i¢cin amiloza
kiyasla daha ¢ok dallanma gosterir. Amilopektinin yapisindaki baglarin ortalama
%5’i a-(1, 6) baglarindan olusur. Dallanma bolgelerinde molekiil diizensiz
yapidadir. iki dallanma noktasi arahgindaki bolgede ise cifte sarmallar sirali bir
sekilde dizilerek kristal yap1 meydana getirirler. Bu sebepten dolay1 mikroskopta
nisastaya baktigimizda diizenli ve diizensiz alanlar biiyiime halkalar1 seklinde
gorinir. Amilopektin yapisinda yer alan paralel iki zincir karsilikli dolanarak cifte

sarmal bir yap1 olustururlar[122], [123].

Nisasta graniiliiniin icinde amiloz ve amilopektin sirali bir sekilde bulunurlar.
Granil yiizeyinde bulunan hidroksil gruplarinda gerceklesen hidrojen
baglanmalari ile nisasta molekiiller arasinda kuvvetli etkilesimler ve hidrofilik
ozellik gosterir. Nisasta molekiiliiniin sahip oldugu termal hassasiyet ve

hidrofiliklik termoplastik uygulamalar agisindan olduk¢a uygundur. Nisasta
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molekiilii tek basina kullanilabilir veya %50’yi gecen miktarlar oldugunda sentetik

polimerler ile birlestirilebilir yapiya sahiptir[91].

Nisastada bulunan amiloz miktar1 yaklasik %17’den (piring) baslayip %38’e
(mercimek) kadar degismektedir. Yumru ve hububat nisastalarinin geneli % 20-27
amiloza sahiptir. Arastirmalara gore bazi hububat mutantlarinin sahip oldugu
nisastalarin %100 amilopektin igerdigi saptanmistir. Diger hububat nisastalarina
bakildiginda yiiksek miktarda amiloz igerdigi saptanmistir. Bu yiiksek oranda

amiloza sahip hububat nisastalarinda amilotip nisasta denilmektedir[124]-[128].

Nisasta Tablo 3.7'de gosterildigi gibi yiyecek endiistrisinde soslar, donmus
yiyecekler, hamur isleri, ¢orbalar veya farkli endiistriyel alanlarda kaplama
maddesi olarak kullanilabilmektedir. Ornegin; eczaciik sektériinde suda hizh
¢cozlinebilen tablet ve kapsiil olan ilaglarin hazirlanmasinda, kagit endiistrisinde
kagidin baski kalitesini ve dayanikliligini arttirmada, insaat sektoriinde yanmaya
dayanikli olan duvar kagitlarinin yapiminda ve ayrica hem ¢imento katki maddesi
hem de boyalarda kullanilmaktadir. Gliniimiizde, artan ¢evresel problemlerden
otiirii biyolojik acidan parcgalanabilir ve yenilenebilir hammaddelerin kullanimi
lizerine yogunlasilmistir. Paketleme ve plastik malzemelerinin yapiminda
kullanilan malzemeler petrol temelli maddelerdir. Bunun yerine nisasta temelli
maddelerin kullanimi iizerine arastirma yapilmaktadir. Ornegin, polistiren’den
yapilan gevsek paketleme materyalinin yerini misir nisastasindan yapilan

almistir[129].

Tablo 3.9 Nisastanin kullanim alanlar1[129]

Yiyecek- Plastik Sanayi  Eczacilik ve insaat Tekstil Kagit

icecek Kozmetik Sanayi Sanayi Endiistrisi

Mayonez Pargalanabilir Tabletler Beton Kumas Oluklu
Bebek plastik ve Toz pudra Yanmaya iplik mukavva
filmler
mamasl Yiiz kremi dayanikli Dokuma Karton
Ekmek duvar kagidi Kaplama
Alkolsiiz Yapistirici
icecekler
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Nisasta, plastidlerde suda ¢6ziinmeyen graniiller olarak bulunur. Bu graniillerin
biiytikliigii, kompozisyonu ve sekli bitkinin cinsine, icinde bulundugu biliylime
evresine ve bulundugu organa gére degisir. Ornek olarak, bugdayda iki farkh
graniil bulunmaktadir. Graniil ¢apt 10-35 pm araliginda olanlar ve 10 pm‘nin
altinda olanlardir. Patateste ise sadece bir tip graniil vardir. Bu graniiliin ¢ap1 5-

100 um araliginda degismektedir[130], [131].

Nisasta graniilleri amorf bolgeden ve bu bolgeyi takip eden semi-kristal biiyiime
halkalarindan meydana gelir. Amorf bolgede amiloz ve amilopektin bulunur. Semi-
kristal bliyiime halkalar1 da ortalama 9-10 nm genisliginde olan amorf ve kristal
lamellerden olusur. Amilopektinin yapisinda bulunan zincirlerin sol elli a-helix
seklinde paketlenmesi ile kristal lameller olusur. Amorf bélgede ise dallanma

noktalar1 yer alir.

Amilopektin molekiiliiniin i¢ ve dis zincirleri 3’e ayrilir. A zinciri; indirgenen
ucundan diger zincirlere a-(1, 6) baglariyla baglanan kisa ve lineer zincirdir. B ve C
zincirleri de bir ya da daha fazla miktarda A ve/veya B zinciri tasimaktadir.
Molekiil basina yalnizca tek bir C zinciri vardir. Molekiiliin tek indirgenen ucu da C
zincirinde bulunmaktadir. Amilopektin sarmallar1 A tipi nisastada (¢ogu tahil
nisastasi) siki sekilde istiflenirken, B tipi nisastada (patates ve muz vb) aralikli bir
istiflenme goriilur[129], [130], [132]. Nisasta ¢esitlerinin biiytikliikleri ve sekilleri
Tablo 3.8'de gosterilmektedir.

Tablo 3.10 Nisasta cesitlerinin biiytikliikleri ve sekilleri[130]

2-5 (B tipi graniil)
Arpa Spherical Lenticular
15-25 (A tipi grantl)

Misir 2-30 Spherical/ Polyhedral

3-10 (basit)
Yulaf Polyhedral
80(bilesik)

Bezelye 5-10 Rentiform
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Tablo 3.11 Nisasta ¢esitlerinin biiytkliikleri ve sekilleri(Devami)[130]

Patates 5-100 Lenticular

3-8 (basit)
Piring Polyhedral
150 (bilesik)

5-10 (B tipi graniil)
Cavdar Spherical Lenticular
10-40 (A tipi grantl)

Sorgum 5-20 Spherical
Triticale 1-30 Spherical

2-10 (B tipi grantl)
Bugday Spherical Lenticular

15-35 (A tipi grantl)
Nisastanin endiistriyel kulanim alaninin tayin edilmesinde fonksiyonel 6zellikler
biiyiik 6nem tasir. Bu fonksiyonel 6zellikler; jel yapisi, spesifik viskozite, kristallik,
berraklik, sismeye dayaniklilik, donma-¢6ziinme kararliigi sayilabilir. Su ve
sicaklik etkisi ile nisasta grantilleri yapisal bir degisime ugrar. Nisasta graniilleri su
ile kanistirlldigr vakit slispansiyon olusur. Graniiller 1sitmayla beraber suyu
absorbe ettiginden siser ve slispansiyonu koyulastirir. Amiloz sicakligin artmasiyla
amilopektinden ayrilir. Amiloz graniil Uzerinden soliisyona geger. Daha sonra
sogutmayla amiloz diger amilopektin ve amiloz ile beraber H+ bagi kurar. Boylece
amiloz ve amilopektinden olusan bu bag arasinda suyun hapsedilmesi ile
jelatinimsi bir yapr meydana gelir. Bu jelatinimsi yapi1 uzun zaman araliginda
sogutuldugu veya donduruldugu vakit, amiloz molekiilleri birbirine yakinlasir.
Bunun sonucunda yogun kristal kiimeleri olusturur (retrogradasyon) ve su
molekiilleri ayrilir[130], [133], [134]. Nisasta graniilii icinde bulunan amiloz ve
amilopektinin kimyasal yapisi ve sematize edilmis graniil organizasyonu Sekil

3.15'de gosterilmektedir.

Suyun acgiga ¢ikmasi arzu edilmeyen bir durumdur. Ornegin, dondurulmus unlu

triinlerde pek hos olmayan degisimlere veya nisasta iceren islenmis gidalarda
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mikroorganizma iiremesine sebep olabilir. Bu sebepten dogal nisastanin kullanim

alani sinirhdir. Genelde yapistirici ya da koyulastirici olarak kullanilir[132].

CH,OH
0
CH,0OH CH,0OH 1
OH ! ¢ OH
....... 0 %0 B CH,0OH § CH,OH
OH OH g 9
1 4
....... O OH o O OH O
amiloz OH OH
amilopektin
(A)

Kristal latnel

(B) ©) D)

Sekil 3.15 Nisasta graniilii icinde bulunan amiloz ve amilopektinin kimyasal yapisi
(A) ve sematize edilmis graniil organizasyonu (B, C, D). Amorf biiylime halkalari ile
ayrilmis kristal lameller (B), amorf ve kristal bolgenin biiyttiilmiis hali (C), yan
yana bulunan amilopektin zincirleri tarafindan olusturulan ¢ift heliks yapisi kristal
lamelleri olustururken, dallanma noktalari ise amorf bolgede yer alir (D)[135].

Nisastanin fonksiyonelliginde, nisasta graniillerinin sicaklik ve su etkisiyle yasadigi
bu degisimlerin denetimi anahtar faktérdir. Dogal bir nisasta enzimatik, kimyasal
veya fiziksel olarak modifiye edildikten sonra spesifik bir kullanim icim lazim olan
ozellikler kazandirilabilir. Nisasta, enzimatik olarak nisastanin kii¢iik polimerlere
parcalanmasi yani hidrolizi veya fiziksel 6glitmeyle modifiye edilebilir. Nisasta
modifikasyonunun en yaygin olani kimyasal modifikasyondur. Son yillarda mutant
ve genetik modifikasyon olan bitkilerde fonksiyonelligi arttirilmis bu tiir nisastalar

tretilmektedir[132].
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3.4 Polietilen Glikol

Polietilen glikol, immiinojenik olmayan ve 500-20.000 araliginda bir molekiil
agirlhigr olan, etilen oksit birimlerinin bir araya gelmesiyle olusan bir maddedir.
Lineer veya dallanmis yapida bulunurlar. Food and Drug Administration-FDA
(Amerikan Gida ve Ilag Dairesi) tarafindan onaylanmis olan bir polimerdir. Toksik
yapida degildir, aktif olan proteinlere veya hiicrelere zarar vermez. PEG viicut
icerisinden biitiin bir halde feces (> 20 kDa olan PEG’ler) veya bobrekler (< 30 kDa
olan PEG’ler) yoluyla atilmaktadir[136]-[138]. Polietilen glikol'iin (PEG) yapisi
Sekil 3.16’da gosterilmektedir.

HO\‘(/\O/\)*n/OH

Sekil 3.16 Polietilen glikol'tiin (PEG) yapis1[139]

PEG, hem c¢ok yonli olan hem de c¢ok ilgi ceken bir polimerdir. Protein
modifikasyon islemlerinde PEG ve tiirevleri ¢ok kullanilmaktadir. Sekilde
goruldugi gibi PEG tlizerine yapilan ¢alismalar her gegen yil artmaktadir[140]. PEG
veya tiirevleri ile protein modifikasyonunun yapildig1 ¢alismalar Sekil 3.17’de

gosterilmektedir.

Medikal kullanim
5 Teknoloijik kullanim
m Derleme

o 20 40 60 80 100
Calisma savisi

Sekil 3.17 PEG veya tiirevleri ile protein modifikasyonunun yapildigi
calismalar[139]
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PEG ve tiirevleri gida, kozmetik, tekstil, tarim, petrol, lastik, lubrikant ve bircok
endistriyel alanda kullanilmaktadir. PEG'nin bu derece c¢ekici olmasi, bir¢ok
avantajl olmasindan kaynaklanir. Bu avantajlar hidrofilik, immiinojik ve toksik

olmamasidir[136], [141].

PEG yapisinda bulunan her bir etilen oksit biriminin 2-3 su molekiili ile
koordinasyonundan kaynakli kendine 6zgii bir ¢6ziinme 6zelligi bulunmaktadir. Bu
¢oziniirlik ve PEG molekiliiniin esnekliginin fazla olmasi biyouyumluluk,
antijenik olmayan ve immiinojenik olmayan 6zellik kazandirir. C6ziinmenin bir
baska etkisi ise ayni molekiill agirhgina sahip olan globiiler proteine kiyasla

hidrodinamik olarak 5-10 kat daha fazla biiytiyebilir[140], [142].
3.4.1 Pegilasyon

Peptid-protein yapisinda olan molekiiller veya farkli molekiillere bir veya daha
fazla sayida polietilen glikol (PEG) zincirinin baglanmasi ve modifikasyona
ugratilmalari islemine pegilasyon denir. Bu islem sonrasinda molekiillerin reseptér
tarafindan algilanma veya enzimatik aktivite gibi biyolojik o6zellikleri sabit
kalmaktadir. Pegilasyon islemi genelde proteinlerin sahip oldugu amino
gruplarindan alkilasyon ve acilasyon reaksiyonlar:1 ile gerceklestirilmektedir.
Bunun nedeni de amino gruplarinin proteinlerin ylizeyinde bulunmalar1 ve
niikleofil acidan aktif olmalaridir. Ozel enzimatik ve kimyasal islemler yardimi ile

hidroksil, amid ve tiyol gruplar1 tizerinden de pegilasyon yapilabilmektedir[136].

PEG’nin molekiillere baglanabilmesi icin fonksiyonel gruba sahip olacak sekilde
aktive olmalar1 gerekir. Bu fonksiyonel grubu secerken molekiilde olan ve PEG ile
bir araya gelecek uygun reaktif grubun tipine gore tercih edilmelidir. Peptid ve
proteinlerin yan zincirlerinde bulunan reaktif amino gruplar1 serin, treonin,
sistein, arjinin, lisin, C-terminal karboksilik asit ve N- terminal amino grubudur.

Glikoproteinlerde hidroksil gruplar: kullanilmaktadir[143], [144].

Protein yapisinda bulunan amino gruplar1 ile polimerde bulunan yiliksek
reaktiflikte ki aldehit gruplarinin birbiri ile reaksiyonu sonucu geri dontistimlii
olan imino gruplari meydana gelmektedir. Sonrasinda NaBH4 ile indirgenerek hem

geri doniisimlii olan schiff baz tamamen geri donilisiimsiiz kovalent baglarina
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doniisiir hem de aldehit gruplarinin aktif olmayan hidroksil gruplarina gecisi

engellenir[145]. Polimer enzim arasindaki kovalent immobilizasyon Sekil 3.18’de

gosterilmektedir.
NH W ;: OH
c NH: Ly n HaN c-N
Lys P, N —
+ D s DD M Z T
; Kb e, e TN

Enzyme win high surtace
density of lysins o

Sekil 3.18 Polimer enzim arasindaki kovalent immobilizasyon[145]

3.4.2 PEG’lerin Ozellikleri

1. 1000°den buyiik molekil agirhgr (MA) olan PEG’ler toksik kategorisine
girmemektedir. PEG’'nin molekil agirligi 4000 oldugunda bunun %10’luk
cozeltisi 1V (Intravenéz) olarak 16g/kg miktarda domuz, sican, maymun,
tavsanlara uygulanabilir.

2. Yuksek konsantrasyon oldugunda hiicre flizyonuna neden olur.

3. Konsantre tuz ¢ozeltisi veya dekstran gibi makromolekiillerin ¢6zeltileriyle
beraber iki fazli sistemler meydana getirirler.

4. Amfipatik o6zellik gosterir; su, benzen, 1,1,1-trikloroetan ve toluende
¢Ozlnlr, alifatik hidrokarbonlar ve etil eterde ¢éziinmez.

5. Niikleik asit ve proteinleri ¢oktiirmek i¢cin kullanilabilirler.

6. Zayif immunojeniktir[136].

3.4.3 PEG-Etkin Madde Konjugatlarinin Avantajlari

1. Pegilasyon sonucunda olusan konjugatlarin avantajlar1 ve gosterdigi
ozellikler asagida belirtilmistir.

2. PEG zincirleri, antijen veya antikor isleyici hiicrelerin temasini
engellemektedir.

3. Polipeptidin molekiiler olarak biytkligini arttirir ve boylece renal
ultrafiltrasyon azalir.

4. Protein immiinojenisitesi elimine edilmekte veya azalmaktadir.
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5. Protein yiizeyi, PEG'nin sterik engellemesi ile maskelenmekte ve degrade
edici olan ajanlara karsi korunmaktadir.

6. Biyoaktif maddeler ve enzimler sulu cozeltilerde ya da organik ¢oziiclide
¢oziinmektedirler.

7. Tumorli olan dokularda birikimi arttirmaktadir.

8. Bazi etkin maddelerin farmokinetik olan 6zelliklerini stabilize etmektedir.

9. Biyoaktif maddeler ve proteinlerin fizyolojik olan 0zelliklerini stabilize
etmektedir.

10.PEG baglandig1 peptit veya nonpeptit'e fizikokimyasal 6zelliklerini
tasimakta ve bunun sonucunda maddenin ¢éziintrlik ve biyo dagilim
ozellikleri degismektedir.

11. Biyolojik molekiiller, hiicre partikiilleri, membranlar ve hiicreler
ayrilmaktadir.

12.1In vivo olarak PEG-protein’den olusan konjugatin atihmini ve kanda olan
sirkiilasyonun siirecini uzatmaktadir[139]. Pegilasyona ugramis proteinin

avantajlari Sekil 3.19’da gosterilmektedir.

Fro hidrofibliginde n
................................. dolayy ¢zl Mg n

Purtiknl

hoyutunem Proteolti
LA &1 SORMACU enrimlerin ve
hilbsreklerden antiioriann
wihaerim ey elle sl

eng elle e si

Sekil 3.19 Pegilasyona ugramis proteinin avantajlari[146]

3.4.4 Pegilasyonun Farmasoétik Alandaki Uygulamalari

PEG konjugatlar ile enzim eksikligi, kan siibstitliisyonu, enflamasyon, kanser gibi

bir¢cok hastaligin tedavisi icin ¢calisiimaktadir. Pegilasyon calismalar1 1971 yilindan
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beri devam etmektedir[139]. 1970 yilindan beri gerceklestirilen 6nemli pegilasyon

uygulamalar Sekil 3.20’de gosterilmektedir.

Yil

1977 PEG’nin serum albuminine ve katalaz enzimine kovalan olarak baglanmasi sonucunda
antikorlara karsi immiin etkinin azaldiginin gosterilmesi

1977 Alerjenlerin pegilasyonu

1986 Hidrofilik-hidrofobik enzimlerin pegilasyonu

1990 Kalitsal adenozin deaminaz eksikligine bagli immiin zayifligin tedavisinde kullanilan yetin
ilag (orphan drug) olan Adagen®’in (PEG-adenozin deaminaz) FDA’dan onay almas.

1994 Lenfoblastik losemi ve diger lenfoid malignitelerin tedavisinde kullanilan Oncaspar®’in
(PEG-L-asparginaz) onay almasi [25].

1995 Kaposi sarkoma, metastazik over kanseri tedavisinde kullanilan Doxil®’in (doksorubisinin
pegile edilmis lipozomal formiilasyonunun) onay almasi.

2000 Hepatit C tedavisinde kullamlan PEG-Intron"‘un (Peginterferon alfa-2b) onay almas
[26,27].

2002 Hepatit C tedavisinde kullanilan Pegasys *“in (Peginterferon alfa-2a) onay almasi [28,29].

2002 Kemoterap: sirasinda meydana gelen granillosit azalmasimn tedavisinde kullanilan,
Pegfilgrastim *’in (PEG-graniilosit stimule edici faktor) onay almasi.

2002 Akromegali tedavisinde kullanilan Pegvisomant®’mn (PEG-biiyiime hormonu reseptor
antagonisti) onay almasi.

2004 Yaga bagh makular dejenerasyon tedavisinde kullanilan Pegaptanib®‘in (PEG-anti-vaskiiler
epitelyal biiyiime faktorii aptamer:) onay almasi.

Sekil 3.20 1970 yilindan beri gerceklestirilen 6nemli pegilasyon
uygulamalari[139]

3.4.5 PEG-Protein Konjugatlarimin Biyodagilimi ve Farmokinetik Ozellikleri

Dogal proteinlerin yapilari bilinse dahi farmakokinetik 6zelliklerinin tam ve dogru
bir selilde belirlenebilmesi oldukc¢a zor olmaktadir. Bu durum PEG konjugatlarinda
daha da zor olmaktadir. Bunun sebebi degisen molekiil agirligi, modifikasyonun
biiytikliigii, polimer sekli ve PEG baglanma bdlgesi gibi baz1 degiskenlerin de
sisteme ilave edilmis olmasidir. Bu parametrelerin hepsi bellirli bir miktarda
konjugatin viicut icindeki stabilitesi, glomeriiler filtrasyonu, immiinojenitesi, doku
lokalizasyonu, karacigerden atilimi, hiicresel alimi gibi bir¢ok biyolojik olaylari
etkilemektedir. Bu konu glintimiizde fazla agikliga kavusturulamamistir ve ne yazik
ki PEG konjugatlarinin biitlin durumlar i¢in ayr1 ayr calisilip deneysel olarak

gosterilmesi sarttir[147], [148].
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3.4.6 PEG Kullanimini Kisitlayan Faktorler

Polietilen glikol kimyasal sentez yontemi ile elde edilmekte ve diger biitiin sentetik
polimerler gibi farkli1 sayida monomerlere sahip olan molekiillerden (polidispers)
meydana gelmektedir. Bu durum ila¢ konjugatlarinin immiinojenitesi ve viicutta
kalma siiresi acisindan degisik biyolojik o6zellikler gostermesine sebep
olabilmektedir. Giiniimiizde c¢esitli saflastirma yontemleri ile polidispersite 6zelligi
azaltilmistir. Fakat bu durumun, peptitlerle ya da diisiik molekiil agirlikli peptit
yapisinda olmayan etkin maddelerle calisiliyorsa, dikkate alinmasi ve hesaba
katilmas1 gerekir. Ikinci sorun ise polimerin viicuttan atthmiyla alakalidir. Diger
biitiin polimerler gibi PEG de fecesle ya da idrarla atilmaktadir. Ancak molekiil
agirhigr yiiksek ise karacigerde birikir ve bu da makromolekiiler sendroma neden

olabilmektedir[146].
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A

ENZIM -BIYOPOLIMER ETKILESIMLERI

Glnimiizde endiistriyel alanda enzimler deterjan, meyve suyu, siit, tekstil, icki
endistrilerinde kullanilmasi i¢in bulunduklar1 kaynaklar tizerinden izole edilip
saflastirilmaktadirlar. Ticari enzim liretimi iki asamada ger¢eklesmektedir. Birinci
asama izolasyon, ikinci asama ise saflastirmadir. ilk asamada enzimler
mikroorganizma, hayvan veya bitki kaynagindan izole edilir ve sonra saflastirma

yoluna gidilir[6], [149].

Enzimler saflastirma, izolasyon ve endiistriyel islemler siirecinde inaktive edici

kosullara maruz kalmakta ve miktar olarak kayba ugramaktadir[7].

Bircok alanda kullanilan enzimlerin optimal degerinden farkli pH, sicaklik
degerleri, deterjanlar, yiiksek tuz konsantrasyonlari, radyasyon ve mekanik
kuvvetlerin verdigi etki ile denatiirasyona ugramalar1 biyiik bir sorun tegkil
etmektedir. Biyoteknolojik alanlarda kullanilan enzimlerin uzun bir siire
kararliligini  stirdiirmesi gerekir. Enzim stabilitesinin korunmasi enzim
kullaniminda ekonomik maliyeti diisiirmekte ve enzim tekrarlarini

azaltmaktadir[150], [151].

Enzimlerin c¢evresel etkenlere karsi daha kararli yapida olabilmesi ve
denatiirasyonun onlenmesi amaciyla enzim stabilizasyonu saglanmalidir. Enzim
stabilizasyonu hem uygulama sirasinda enzim 6zelliklerinin hem de raf 6mriiniin

ne kadar iyi bir sekilde korundugunu gésterir[97], [150], [151].
Enzim stabilizasyon yontemleri farkl yollarla gerceklestirilebilir. Bunlar;

1- Enzim immobilizasyonu

2- Protein mithendisligi

3- Enzimlerin kimyasal modifikasyonlari

4- Enzim ¢ozeltisine stabilize edici ¢ozeltilerin ilavesi ve

5- Yiiksek  stabiliteli olan enzimleri {lreten mikroorganizmalarin

bulunmasidir[23], [151], [152].
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4.1 Enzim immobilizasyonu

Enzimlerin aktivitesini kaybetmeden siiregen bir sekilde ve tekrar tekrar
kullanilmasini saglamak iizere, kimyasal ya da fiziksel olarak tasiyici materyaline

tutturulmasi islemine immobilizasyon denir[153].

immobilizasyon islemleri enzim sistemlerinden baska, uygun tasiyici
materyallerine protein, hayvan ve bitki hiicreleri, mikroorganizma, ilag,
biyoreaktor ve biyosensor uygulamalarinda ve kontrollii ila¢ salinim sistemlerinde

de oldukga kullanilmaktadir[154].

Kimyasal tepkimelerde biyiik bir dzgiinliige sahip olan enzimler reaksiyonlara
katildiklar1 sirada herhangi bir degisime ugramazlar. Bu sayede bir¢cok kez
kullanilabilirler ve maliyet agisindan kazang¢ saglarlar. Ancak eger ki enzim bir
cozeltide ise, enzimi o tepkimeden ayirmak oldukea giictiir. Ayn1 zamanda biiyik
maliyet gerektirir. Bu yiizden enzimin yeniden kullanimi icin; iirtinler tepkimeden
uzaklastirildiktan sonra bir tasiyici materyali lizerine veya icerisine immobilize
edilirler. Suda ¢o6ziinen enzim molekiillerinin; suda ¢6ziinmeyen bir destek
materyaline kimyasal ya da fiziksel olarak tutturulmasi islemine enzim
immobilizasyonu denir. Enzim molekillerinin hareketleri bu islem ile

sinirlandirilir[155].

1916 senesinde Griftin ve Nelson tarafindan tarihin ilk enzim immobilizasyonu
adsorpsiyon yontemiyle gerceklestirilmistir. Sakkarozun hidrolizi amaciyla yapilan
calismada maya intervazini; Nelson ve Griftin mangal koémiiriiniin yiizeyine
baglamislardir. Pratikte enzim sistemlerini ilk olarak 1954 yilinda Grobhofer ve
Scheilth kullanmistir. Bu ¢alismada pepsin, riboniikleaz, karboksipeptidaz, diastaz
enzimlerini poliaminostiren rec¢inesinin tlizerine kovalent baglanma yontemi ile
immobilize etmislerdir. Daha sonrasinda bu immobilize edilmis olan enzimlerin
kinetik parametreleri tzerine ¢alisilmistir. Bu ¢alismalardan sonra diinyanin her
yerinde immobilizasyon calismalar1 yayginlasmis ve bazi enzimler farkli amaclarla

immobilize edilmistir[154].

Analitik proseslerin veya endiistriyel proseslerin geneli sulu ortamlarda

gerceklesmektedir. Bu proseslerdeki reaksiyonlarda enzim substrat ile birlestikten
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sonra ortamda uriinler elde edilir. Ancak bu reaksiyon sonrasinda enzimler geri
kazanilamazlar. Ayni zamanda her zaman tUretim streglerinde serbest enzimler
kullanilamazlar. Enzimlerinde hem pahali olmasi hem de tek bir kere
kullanilmalar1 sebebiyle, bu siireclerin maliyeti oldukca fazladir. Bu ylizden de
enzimler bir tasiyici materyale immobilize edilir. Boylece siirekli proseslere
uygulanabilirler ve tekrar tekrar kullanilabilirler. Bu sayede ekonomik olarak da
kazang saglanmis olur. Guniimiizde endiistri alaninda immobilize enzimler olduk¢a
kullanilmaktadir[153]. Iimmobilize enzimlerin serbest enzimlere goére iistiinliikleri

Tablo 4.1'de gosterilmektedir.

Enzim immobilizasyonu silirecinde amag¢ sadece enzimi reaksiyon ortamindan
ayirip uzaklastirmak degil, ayrica immobilizasyon islemi sonrasinda enzimatik
aktivitede fazla bir disilisiin olmamasidir. Bu yilizdende enzim immobilizasyonu
iiman kosullarda gercgeklesmelidir. Enzimin tasiyici materyale, aktif merkezi
biraraya getiren aminoasit kalintilar1 tarafindan baglanmasi engellenmelidir. Bu
engellenme icin enzimin aktif merkezini olusturan aminoasitler bilinmeli ve ona
gore uygun tasiyicl materyal secilmelidir. Enzim immobilizasyonunda kullanilan
tasiyicilar Tablo 4.2’de gosterilmektedir. Tasiyicillarin sahip olmasi gereken

ozellikler Tablo 4.3’de gosterilmektedir.

Enzim immobilizasyonundan sonra mikroorganizma immobilizasyonu da oldukg¢a
onem kazanmistir. Substrat, mikroorganizmanin sahip oldugu enzimlerden
herhangi biri i¢in spesifik ise enzimin immobilizasyonun yerine bunu iceren
mikroorganizmanin saflastirilmasina ve immobilizasyonuna ihtiyag

kalmayacagindan ekonomik olarak biiyiik kazang saglanacaktir[156], [157].

Biyolojik ortamlardan enzimlerin saflastirilarak geri kazanilmasi olduk¢a maliyetli
ve zaman alan bir islemdir. Tepkimeye katalizor olarak giren enzimin triinlerin
arasindan ayrilmasinin gii¢liigli, serbest enzimlere dezavantaj saglar. Ayni
zamanda saflastirma siirecinde kullanilan kimyasal maddeler enzim i¢in inhibitor
etkisi yaratir. Bunun sonucunda enzimin yapisi bozulabilir. Bu problemlerin
¢ozlimlenmesi icin gelistirilen yontemlerden biri de enzim immobilizasyonudur.
Bu sayede immobilize enzimler tekrar tekrar ve siirekli kullanilabildiklerinden

dolay1 serbest enzimlere gore c¢ok daha fazla tercih edilirler. Enzimler
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immobilizasyon yontemiyle biyoteknoloji, ila¢ bilimi, analitik kimya gibi c¢esitli

endiistriyel alanlarda kullanilmak i¢in yeniden islevsel hale getirilir[150], [158].

Tablo 4.1 immobilize enzimlerin serbest enzimlere gore tistiinliikleri[159]

Reaksiyon sonunda ortamdan kolaylikla uzaklastirilabilir.

Cevre kosullarina kars1 direnci yiiksektir.

Tekrar tekrar kullanilabilir.

Suirekli islemlere uygulanabilir.

Dogal enzime kiyasla kararlilig1 yiiksektir.

Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

Birbirini izleyen ¢ok basamakli reaksiyonlar i¢cin uygundur.

Serbest enzimden daha yliksek bir aktivite gosterebilir.

Enzimin kendini parcalama olasilig1 diisuiktiir.

Mekanik calismalar i¢in uygundur.

Uretim kaybini engeller.

Immobilize  enzimlerin  avantajlarinin  yaninda bazi  dezavantajlarida

bulunmaktadir. Bunlardan bazilari;

-Immobilizasyon siireci boyunca enzimlerin aktifligi diisebilir veya kaybolabilir.
-Cok basamakli immobilizasyon proseslerinde enzimlerin kararliligi sinirhdir.
-Enzim tasiyicilarinin ekonomik olarak maliyeti ytliksektir[160].
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Tablo 4.2 Enzim immobilizasyonunda kullanilan tasiyicilar[161]

Organik Maddeler Anorganik Maddeler

Islenmis
Dogal Polimerler Sentetik Polimerler | Dogal Mineraller
Materyaller
Seliiloz Polistiren Bentonit Cam
Nisasta Poliakrilat Silika Metal ve Oksitleri
Dekstran Polimetakrilat
Kitin Poliakrilamit
Agaroz Poliamid
Aljinat Vinil Polimerler

Tablo 4.3 Tasiyicilarin sahip olmasi gereken ozellikler [162]

Tastyicilarin Ozellikleri

Hidrofiliklik

Suda ¢6zinmeme

Gozenekli yapi

Mekanik kararhlik ve uygun tanecik sekli

Kimyasal kararlilik

Ihmli kosullarda enzimle kovalent bag olusturabilecek fonksiyonel gruplar tasimasi

Mikroorganizmalara karsi direnglilik

Ucuzluk

Zehirsizlik

Yenilenebilme

Enzim tarafindan parcalanmama
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4.1.1 Enzim immobilizasyon Yontemleri

Enzim immobilizasyon yontemleri Sekil 4.1’de gosterildigi gibi siniflandirilmaktadir.

Enzim immobilizasyon
Yontemleri
Baglanma Tutuklama
| ) |
Enzim Capraz Jelde
kopolimerizasyonu Baglama Tutuklama
Tasiyiciya
Baglama Mikro
Kapstlleme
Fiziksel Selat
adsorpsiyon baglama Lipozom
Teknigi
Adsorpsiyon ve Kovalent
capraz baglama baglama
Iyonik Biyospesifik
baglama baglama

Sekil 4.1 Enzim immobilizasyon yontemleri[107]

4.2 Protein Miihendisligi

Protein miihendisligi, kararliligl arttirilmis enzimlerin ticari liretimi amaciyla
kullanilan modern bir yontemdir. Bu teknikle enzim yalnizca ytiksek sicakliga degil
ayni zamanda organik ¢oziiciiler, yliksek pH ve okside edici bilesiklere karsi da
dayanikli olurlar. Termostabil yani 1siya dayanikli enzim genlerinin klonlanmasi en
cok kullanilan yontemlerden biridir. Termostabil enzimlerin kaynagi termofil
mikroorganizmalardir. Ancak bu 1s1y1 seven mikroorganizmalardan enzim tiretimi
cok nadir yapilmaktadir. Bunun nedeni ise mikroorganizmalarin patojen olmasi ve
bu yiizden giivenli olmamalari, aynm1 zamanda yavas biiylimeleri gibi

olumsuzluklar1 olmasidir. Bu ylizden termofil mikroorganizmalardan iretilen
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termofilik yani sicagi seven genler, bliyiime kosullar1 daha giivenli ve daha ilimh

olan mezofil mikroorganizmalara klonlanmaktadir[163].

4.3 Yiiksek Stabiliteye Sahip Enzimleri Ureten

Mikroorganizmalarin Bulunmasi

Halofilik ve termofilik gibi canllar diisik ve yiiksek sicakliklarda, yiiksek
basinglarda, yiiksek tuz konsantrasyonlarinda yasamaya adapte olmuslardir.
Yapilan ¢alismalar neticesinde bu tiir canlilardan iiretilen enzimlerin stabilitesinin
fazla olacagini gostermektedir. Yiiksek sicakliklarda stabil olan bu enzimler ayni
zamanda detarjanlar ve organik solventler gibi denatiire eden iriinlere karsi da

oldukea stabildir[23], [37].
4.4 Stabilize Edici Baz1 Maddelerin Enzim Cézeltisine ilavesi

Enzim c¢ozeltisine bazi maddelerin ilavesi ile beraber enzim stabilizasyonuna
pozitif bir etki yaratmaktadir. Ilave edilen bu maddeler polimerler (PEG, kitosan,
dekstran), polioller, baz1 tuzlar, sekerler, polietilenimin, organik c¢oziiciilerdir.
Enzimin dogasina ve yapisina gore hangi maddenin eklenecegi tercih edilir.
Enzimlerin katalizlendigi bu reaksiyonlarda eklenen maddeler enzime substrati,
kofaktoru veya koenzimi gibi baglandig: icin enzime baglanmasi olduk¢a zordur.
Enzim c¢ozeltisine ilave edilen bu maddeler enzimin iiretim ve depolama

asamalarinda uzun bir stire kararh kalmasini saglar[37], [151], [152].
4.5 Enzimlerin Kimyasal Modifikasyonlari

Kimyasal modifikasyon yontemi ile protein molekiiliiniin stabilize edilmesi
oldukca dikkat c¢ekmesine ragmen yeterli ilgiyi gormemistir. Enzimin
fonksiyonunu ve yapisint degistiren diger yontemlerin aksine, kimyasal
modifikasyon yalnizca temel olan 20 aminoasit icin gecerli degildir. Aminoasit yan
zincirinde bu yontem ile neredeyse sinirsiz degisiklik saglanir. Glintimiizde, degisik
kaynaklardan proteinlerin bilesimleri ve {i¢ boyutlu yapilarnn kiyaslanarak,
enzimlerin stabilitesini arttirmaya yonelik baz1 kimyasal diizenlemelerle alakali

bilgiler elde edilmistir[151].

Enzimlerin kimyasal modifikasyonu icin yapilan calismalar su sekildedir:
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e Glutaraldehit ve baska iki fonksiyonlu olan ajanlar ile agsilasma
e Polimerlere asilama
e Polisakkaritlere asilama
e Tek fonksiyonlu olarak yer degistirmis proteinler
4.5.1 Tek Fonksiyonlu Olarak Yer Degistirmis Proteinler

Bunlar alkillesmis proteinler, asilatlanmis proteinler, aminoasit tiirevleri ve ¢esitli
birimleri bulunan proteinlerin modifikasyonlarini igerir. Protein molekiillerinin
acilasyonu yoluyla gerceklesen stabilizasyon iizerine yapilan ¢alismalar oldukca
azdir. Genellikle stabilitede gerceklesen artis acilasyon maddesinin tipine ve
substitiisyon miktarina bagh olarak degisir. a-amilazin termostabilitesine etki
eden agilleyici reaktifler incelendiginde, termostabilitenin dimetil propanoil> asetil
>formil> dimetil karbomoil, etoksi formil> stibstitiient yok-(NH2) sirasiyla azaldigi
gozlenmistir. Ayrica termostabilite iizerine siibstitiientlerin hidrofobisitesinin de
etkisi vardir. a-amilazin yiliksek zincir uzunlugu olan acil gruplar ile acilasyonu

sonucu, enzimlerin termal stabilitesinde diisiis gdzlenmistir.

Protein tirosil ve amino gruplari, bunlar disindaki diger yan zincirleri buyiik
oranda reaksiyona girmedik¢e kolay bir sekilde agillenebilir ya da fazlasiyla
kararsiz bir yapidadir. Ornek vericek olursak sistein ve histidin residiilerinin
acilasyonu seyrek olarak gozlenmistir. Bunun nedeni iirtin kolay bir sekilde
hidrolizlenebilir. Threonine ve serin hidroksil gruplarina baktigimizda sulu
ortamlarda kolay bir sekilde hidrolizlenemediklerini goriirtiz. Bunun sebebi ise
zaylf niikleofiller olmasindandir. Proteinleri acillemek amaciyla kullanilan
maddelerin reaktifligi ve yapilari 6nemli Ol¢iide farkhidir. Reaktifin hizlar
niikleofilin sahip oldugu atak hizina baghdir ve tetrahedral ara irlniinden
karbonil-X baginin kopmasi sonucu gergeklesir. Acillenme hizindan pH oldukga

etkilenir[164].

Proteinlerin amino gruplar1 ile aldehit ve ketonlar tersinir ve hizli reaksiyon
verirler. Bu reaksiyonlarin sonucunda Schiff bazlari meydana gelir. Seyreltik

cozeltilerde schiff bazlar1 ¢ok stabildir, ancak protein amino gruplarinin tam bir
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modifikasyonunun gerceklesmesi icin Schiff bazlarininda daha fazla stabil olmasi

gerekir. Bunun i¢cinde sekonder amine indirgenmesi gerekir.

Rediiktif alkilasyon, protein molekiillerinin indirgen olarak sodyumborohidriir
kullanilmasi ile keton ve aldehit gibi alkilasyon maddeleri ile gerceklestirilmis olur.
Protein molekiillerinin £- ve a- amino gruplari kolay bir sekilde modifiye olurken
diger protein gruplart bu durumdan etkilenmezler. Baz1 aldehit ve keton
kullanilmasi ile eklenen siibstitiientlerin sekli, hidrofobisitesi ve blyikligi
kolaylikla degistirilebilir. Literatiirde proteinlerin rediiktif alkilasyon metodlari

mevcuttur[165], [166].

Rediiktif alkilasyon ile enzim stabilizasyonuna en iyi oOrneklerden biri de

kemotripsinin stabilizasyonudur[165], [167].

Enzim molekiiliiniin akrolein ile modifiye olduktan sonra, NaBH4 ile Schiff bazi
indirgenmistir. Bu islemle beraber enzimin su gegirmezligini (hidrofobisite)

korudugu gozlenmistir, fakat stabilizasyon derecesi yiikselmistir[167].

Kloroasetik asit, bromoasetik asit ve iodoasetik asit yaygin olarak en fazla tercih
edilen protein alkilleyici reaktiflerdir. Farkli kosullarda proteinlerdeki tiyoeter,

imidazol, siilfidril amino gruplari ile tepkime verirler[164].
4.5.2 Polimerlere Asilama

Enzim yiizeyi ile polimer arasinda meydana gelen hidrojen baglanmalari, molekiil
ici ve molekiller arasi olusan c¢apraz baglanmalar enzim stabilitesini
arttirmaktadir. Bagisiklik saglayici 6zellige sahip olan polimer-enzim konjugat
sistemler, serbest enzime gore cok daha farkl biyokimyasal 6zelliklere sahiptir.
Proteinler ile sentetik polimerlerin gerceklestirdigi modifikasyon in vivo ve in
vitro uygulamalar icin olduk¢a fayda saglar. Proteinler ile polimerlerin kovalent
baglanmasi sonucu protein ve polimerin ¢oziiniirliik 6zellikleri artar ve organik
olan c¢oziiciilerde ¢oziiniir durumda olurlar. Enzimlerin polimerler ile olusturdugu
konjugasyon ¢ozeltideki kararlilig1 da arttirir. PEG, bu uygulamalarda en ¢ok tercih
edilen polimerlerden biridir. Dogrusal yapida olan ve etilen oksit monomerinin
tekrar1 ile meydana gelen bir polimerdir. Yapisinda olan eter ve hidroksil baglari

polimere suda ¢oziiniirliik ve hidrofillik saglar. PEG kimyasal yol araciig ile
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yapisinda bulunan hidroksil gruplar1 sayesinde aktive olabilir ve bu sayede
proteinler ile etkili bir bicimde konjuge olur. PEG tirleri ile gergeklestirilen
kimyasal modifikasyon enzimlerin 6zelliklerini arttirir ve biyoteknolojide ve biotip
boliimlerinde uygulama alanini arttirir. Modifikasyona ugrayan enzimler, sahip
oldugu immiinoreaktifligini kaybeder ve boylece proteinin tedaviye gosterdigi etki
artar. PEG ile gerceklestirilen konjugasyon enzimlerin kimyasal denatiire ediciler,
proteolizler ve sicakliga karsi stabilitesini arttirir. PEG ile modifikasyona ugramis
enzimler organik olan c¢ozicllerde ¢ozinurligi arttirdigindan dolay1r chiral
ve/veya stabil olmayan bilesiklerin sentezi ya da biotransformasyonu i¢in kataliz

olarak calisma alaninin genislemesini saglar[23], [151].
4.5.3 Polisakkaritlere Asillama

Glikoproteinler, sicaklik, denatiirantlar, saklama ya da proteolize kar,s1 molekiiliin
sahip oldugu karbonhidrat béliimiinden dolay1 yiikselen bir stabilite gosterirler.
Ayrica glikoproteinlerin geneli suda iyi ¢ozinirler. Boylece aktive olmus
karbonhidratlar veya polisakkaritlerin enzimlere kovalent bir bag ile baglanmasi
sonucu suda ¢o6zlnen kararli duruma gelmis enzim-polimer konjugatlarinin
meydana gelmesi diistintilebilir. Dogal glikoproteinlerin sahip oldugu her bir
karbonhidrat zinciri tek bir bag ile polipeptid omurgasina baglanmistir. Ustelik
protein-sentetik polisakkarit konjugatlar1 daha fazla molekil i¢i capraz baga
sahiptir. Bu fazladan olan baglar sayesinde dogal konformasyonda fazladan
kararhlik saglanir. Genellikle protein-polisakkarit konjugatlar1 proteolitik
enzimlerin gosterdigi etkiye karsi daha dayanikhidirlar. Bunun bir sebebi de
glikosidasyon islemi sonrasinda protein molekiiliiniin sahip oldugu lizin
residiilerinin sayisinda meydana gelen azalma olarak agiklanabilir. Bu sayede lizin

spesifitesi olan tripsin gibi proteazlarla proteoliz sorunu oldukga azalir[23], [151].
4.5.4 Glutaraldehit ve Bagka iki Fonksiyonlu Olan Ajanlar ile Agsilagma

En c¢ok tercih edilen agsilasma ajanlar1 glutaraldehit, disiilfonilkloriirler,
diimidatlar ve tiirevleridir. Enzime, bu ajanlar aracilig1 ile molekiiller arasi ¢apraz
baglanma gerceklesir. Bu capraz baglanmalar sayesinde enzimi denatiire eden
faktorlere karsi enzim stabilizasyonunu arttirir. Molekiiller arasi ¢capraz baglanma

isleminin sonucunda 1s1l dayanikhihk farkliik gosterir. Ribontikleaz ile
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dimetilsuberimidat arasinda gerceklesen c¢apraz baglanma sonucunda enzim
kararlilig1 artar ve 1s1l dayaniklilik saglanir. Seliiloz biyopolimeri; DTBP, DMA, DMS
olan capraz baglayicilar araciligl ile ¢apraz baglanmay:1 gerceklestirdigi zaman,
DTBP ve DMA ile yapilan ¢apraz baglanma islemi ile 1s1l kararhlik diser. Fakat DMS
ile gerceklesen capraz baglanmada 1s1l kararlilik artar[23], [151].
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5

MATERYAL ve YONTEM

5.1 Kullanilan Cihazlar, Malzemeler ve Kimyasallar

5.1.1 Kulanilan Cihazlar

Tablo 5.1 Kullanilan Cihazlar

Kullanilan Cihazlar Model

Hassas Terazi Precise XB 220A
Manyetik Karistirici Heidolph MR 3001
pH Metre Cihazi Hanna HI 2211
Saf Su Cihazi Milipore F4SN77678
Su Banyosu GFL 1086
Vorteks Heidolph Type REAX top
Liyofilizator Telstar Cryodos
UV Spektrofotometresi Model V-530 JASCO Programi

5.1.2 Kullanilan Malzemeler

Beher: 50 ml, 100 ml, 250 ml

Mezir: 50 ml, 100 ml

Otomatik pipet: Ependorf 8-200 mikro 1, 100-1000 mikro 1
Pasteur pipetler

Spatiil

Deney tiipleri

Flakon sise
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Manyetik karistirict magnetleri

Kuvartz kiivet: 1 ml

5.1.3 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tablo 5.2 Kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Maddeler

Uretici Firma

Katalog No

PEG Sigma-Aldrich 95172
a-Amilaz Fluka 10065
NalOs Fluka 71862
NaHCOs3 Sigma-Aldrich 144-55-8
NaBH4 Merck $6177973 107
NaH2POs. 2H20 Riedel-de Haen 31432
NazHPO4. 2H,0 Sigma-Aldrich 04272
Nisasta Sigma-Aldrich S-2630
Na-K Tartarat Analitik Kalite 6381595
3,5- Dinitrosalisilik Asit Sigma-Aldrich D0550
Maltoz Sigma-Aldrich 6363-53-7
Diyaliz Membrani Sigma-Aldrich D9777

5.2 a-Amilaz Enziminin Aktivite Tayini

5.2.1 Tampon Cozeltiler

0,01 M Asetik Asit Tamponu (pH 4; pH 5 olan ¢6zeltiler hazirlandi.)

0,01 M Fosfat Tamponu (pH 6; pH 7 ve pH 8 olan ¢6zeltiler hazirlandi.)
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5.2.2 %1.0 (W/V) Nisasta Cozeltisi

0.25 g/25 ml nisasta yukarida verilen tampon ¢ozeltilerde, bir beherde
karistirilarak kaynama noktasina kadar isitildi. Kaynama noktasinda 15 dakika

sureyle 1sitmaya devam edildi.
5.2.3 5.3 M Sodyum-Potasyum Tartarat

11,965 g Na-K tartarat, 8 ml 2M NaOH’de yavas olarak stirekli karistirma ve hafifce
1sitarak ¢ozildu. Literatiirde bu ¢o6zeltinin kaynama noktasina kadar kesinlikle

1sitilmamasi konusunda uyar1 bulunmaktadir.
5.2.4 9.6 mM 3,5-Dinitrosalisilikasid

0.4379 g 3,5-dinitrosalisilikasid 20 ml destile suda ¢o6ziildi. Cozinmeyi
kolaylastirmak icin yavas ve slrekli karistirma ile birlikte 1sitma yapildi
Literatiirde bu ¢o6zeltinin kaynama noktasina kadar Kkesinlikle 1sitilmamasi

konusunda uyar1 bulunmaktadir.
5.2.5 Renk Reaktif Cozeltisi

20ml D ¢ozeltisine 8ml C ¢ozeltisinin yavas olarak ve karistirillarak eklenmesi ile
hazirlandi. Bu ¢ozelti renkli sisede saklanmalidir. Cozeltinin kullanilma siiresi 6

aydir.

5.2.6 %0.2 (W/V) Maltoz Standard Cozeltisi

0.02 g Maltoz 10ml destile suda ¢oziinerek hazirlandu.
5.2.7 a-Amilaz Cozeltisi

1 tinite (0,00025g) a-amilaz 1 ml destile suda ¢oziildii.
5.3 a-Amilaz Enzim Aktivitesinin Tayini

25°C’'deki su banyosunda bekletilen test ve blank deney tiiplerine 1ml nisasta
cozeltisi ilave edildi. Sonrasinda test tlipline 1ml a-amilaz enzim ¢ozeltisi eklendi,
tam 3 dakika siireyle 25°C’lik su banyosunda bekletildi ve karistirildi. Daha sonra
tiplerin her birine 1ml renk reaktif ¢ozeltisinden eklendi. Blank tiipiine de 1ml «-
amilaz enzim ¢ozeltisinden ilave edildi ve tam 15 dakika 100°C‘lik su banyosunda

bekletildi. Bu siire sonunda cozeltiler oda sicakhgina kadar sogutuldu. Islemin
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devaminda tiiplere 9ml destile su eklendi. Bu islemler tamamlandiktan sonra UV-

Vis Spektorofotometre ile test ¢ozeltisinin 540 nm’deki absorbansi kore (blank’e)

kars1 okundu.
5.4 Maltoz Standartlarinin Hazirlanmasi

Tablo 5.3 Maltoz standartlarinin hazirlanmasi

Maltoz Coz. (F) 1,2 ml 1,4ml 1,6 ml 1,8 ml
Deiyonize Su 0,8 ml 0,6 ml 0,4 ml 0,2 ml
Renk Reaktifi (E) 1ml 1ml 1ml 1ml

2ml

1 ml

Yukaridaki tabloda verilen ¢ozeltiler ve kor (blank) uygun tiiplere alindi. Bu

¢ozeltiler tam 15 dakika kaynama noktasindaki su banyosunda bekletildi. Bu siire

sonunda ¢ozeltiler buz banyosu kullanilarak oda sicakligina kadar hizla sogutuldu.

Cozeltiler sogutulduktan sonra her birine 9 ml destile su ilave edildi. Her bir

cozeltinin blank’e karsi 540 nm’ de absorbansi okundu ve gerekli hesaplamalar

yapildi.

Amilaz aktivitesi, 1ml enzim tarafindan 1 dakika icinde serbest birakilan mg

maltoz olarak ifade edildi. Spesifik aktivite, mg protein basina amilaz aktivitesi

olarak gosterilmistir.

5.4.1 Hesaplamalar

Unite/mL enzim = (mg maltoz) (df) / X

X= Kullanilan enzim hacmi (ml cinsinden)

Df: Seyreltme faktori

Mi1xVi=M2xV2
20mg/10mlx1,2ml=M2x12 Msa1=0,20

Mstd2 = 0,23
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Msta3= 0,26
Msta4= 0,29

Mstas= 0,32

Tablo 5.4 Maltoz standartlari

Standartlar Absorbans

Std1 0,950
Std 2 1,224
Std 3 1,635
Std 4 1,768
Std 5 1,920

Maltoz Kalibrasyon Egrisi  y=8,28x-0,6534
R*=0,9564

il gt ol 1y
L I A

e 2
= o o™

Absorbans (540 nm)
”8 [

0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 5.1 Maltoz kalibrasyon egrisi
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5.5 PEG Aldehit Tiirevinin Eldesi

Kullanilan Cozeltiler

-3,33 g PEG (20.000 Da) 30 ml distile suda ¢ozilmesiyle elde edilen ¢ozelti.
-8 g NalO4 70 ml distile suda ¢oziinmesiyle elde edilen ¢ozelti.

Deneyin Yapilisi

-NalO4 PEG ¢ozeltisinin lizerine yavas yavas katilarak eklendi.

-Bu c¢ozelti oda sicakliginda ve karanlik ortamda 24 saat boyunca karismaya

birakildi.

-Ortamda bulunan fazla iyonlar1 uzaklastirmak icin elde edilen yiikseltgenmis PEG
24 saat boyunca oda sicakliginda karanlik ortamda distile suya karsi diyalize

birakild.
-Uriin liyafilizatérde kurutularak aldehit gruplari iceren PEG elde edildi.

5.6 Farkh Mol Oranlarinda a-Amilaz-PEG Aldehit

Konjugatlarinin Sentezi

Gerekli miktarda PEG aldehid tiirevini bulunduran c¢ozeltiye yeterli miktarda
konsantre edilen a-amilaz ¢o6zeltisi eklendi ve 25°C’ de 16 saat siireyle bekletildi.
Bu siire sonunda olusan Schiff baz1 NaBH4 eklenerek indirgendi. Calismada Ma =
20.000 Da olan PEG kullanilarak 1/1, 1/5,1/10, 1/20, 1/30,5/1, 10/1, 20/1, 30/1

mol oranlarinda konjugat sentezi gerceklestirildi.
Bu islemler i¢in gerekli polimer miktar1 asagidaki gibi hesaplandi.

Nprotein Cprotein X Mapolimer

Npolimer Cpolimer X Maprotein
C amilaz = 1 mg/mL
Ma pec = 20.000

Ma amilaz = 51.000 Oran 1/1 igin;
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1 1 x20.000

1 C polimer X 51.000
C polimer = 0,392 mg/ml

Tablo 5.5 Cprotein: 1 mg/ml konsantrasyonu sabit alinarak hesaplanan polimer

(PEG) konsantrasyonlari

1N amilaz / NPEG C polimer (PEG) (mg/ml)
1/1 0,392 mg/ml
1/5 1,96 mg/ml
1/10 3,92 mg/ml
1/20 7,843 mg/ml
1/30 11,76mg/ml
5/1 0,078 mg/ml
10/1 0,039 mg/ml
20/1 0,019 mg/ml
30/1 0,013 mg/ml

a-Amilaz - PEG Aldehid Konjugati Elde Edilmesi i¢cin Uygulanan Calisma

Semast:

2 ml enzim ¢ozeltisi (a-Amilaz)
+

2 ml PEG Aldehit ¢ozeltisi

1 250°C, 16 saat inkiibator
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+ 5,6 ml (+4°C), 100 mM NaHCO3; pH:8,5

1+ 9,6 mg (1mg/ml) NaBH4

15 dk karistirma (+4°C)

1+ 9,6 mg (1mg/ml) NaBH4

15 dk karistirma (+4°C)

\)

Saflastirma 6ncesi konjugatin 280 nm’deki absorbansina bakilir.
\)

Diyaliz membran ile saflastirma.
5.7 «a-Amilaz-PEG Aldehid Konjugatinin Aktivitelerinin Tayini

Oncelikle farkli mol oranlarinda a-amilaz ve PEG konjugatlarinin akitivite
calismalar1 yapildi ve sonrasinda 1/10 mol oranh a-amilaz- PEG aldehid kovalent
konjugatlarinin ve serbest enzimin farkli sicakliklarda aktiviteleri olciilerek, bu
sicaklik araliklarindan 60°C baz alinarak termal stabilite ¢alismalar1 yapilarak

aktiviteleri tayin edildi.
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SONUC VE ONERILER

6.1 a-Amilaz Serbest Enziminin ve «a-Amilaz-PEG Aldehid

Konjugatinin Aktivite Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi

6.1.1 Farkl Oranlardaki Aktivite Sonuglari

Satin alinan a-amilaz enzimi ile PEG’in farkli oranlarda (1/10, 1/5,1/1,5/1,10/1)
hazirlanan konjugatlarinin  gostermis olduklar1 aktiviteler Sekil 6.1'de

gosterilmektedir.

Oran
0,700

0,600

0,000

1/30 1/20 1/10 10/1 20/1 30/1
Mol Orani

Aktivite (U/mg)
s 8 g

g

B Oran

Sekil 6.1 Farkli mol oranlarindaki a-amilaz-PEG konjugatlarinin aktiviteleri

Grafikten goriildigu tzere farkli oranlarda hazirlanan konjugatlardan en yiiksek
aktiviteyi 1/10 oranli kompleks gosterirken en dustiik aktiviteyi 1/30 oranh
kompleks gosterdi.
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6.1.2 1/10 Oranindaki a-Amilaz-PEG Aldehid Konjugatlarinin Farkh
Sicakliklardaki Aktiviteleri

Satin alinan a-amilaz enzimin ve 1/10 oraninda hazirlanan a-amilaz-PEG-aldehit
konjugatlarinin farkli sicaklik degerlerinde (25°C, 30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C)
gostermis olduklar aktiviteler Sekil 6.2°de gosterilmektedir.

100
90
80
70
60

50

40

30

20

10

% Aktivite

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Sicakhk

amilaz konjugat

Sekil 6.2 Serbest enzim ve konjugatin farkli sicakliklardaki ytizde aktivite
degerleri

Grafikten goriildigi lizere a-amilaz enzimi ve konjugat, en yliksek aktivite degerini
40°C’de gosterdi. Serbest enzim ve konjugat sicakliga bagl olarak birbirine benzer
degisimler gosterirken yiiksek sicakliklarda konjugatin saf enzime kiyasla daha

yuksek aktivite gosterdigi gozlendi.

6.1.3 1/10 Oranindaki a-Amilaz-PEG Aldehid Konjugatlarin Farklhi pH

Degerlerinde Aktiviterleri

Serbest enzimin ve konjugatin 25°C’de, farkh pH degerlerindeki (pH 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9) tampon c¢ozeltiler icinde gosterdigi aktiviteler Sekil 6.3’ de verilmektedir.
Grafikten anlasilacagl iizere, serbest enzim ve konjugat en yiiksek aktivite degerini

pH 6 ve 7’de gostermistir.
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Sekil 6.3 Serbest enzim ve konjugatin farkli pH degerlerindeki aktivite sonuclari

6.1.4

% Aktivite

a-Amilaz Enziminin ve Konjugatin Termal Stabiliteleri
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Sekil 6.4 Serbest enzim ve 1/10 oranl konjugata ait termal stabilite

60°C’'de zamana karsi a-amilaz enziminin ve konjugatin termal stabilite grafigi

Sekil 6.3’de gosterilmistir. Grafikten de goriildiigli lizere konjugat, serbest enzime

gore daha iyi termal stabilite gostermistir. 210 dakika sonunda serbest enzim

neredeyse aktivitesini tamamen kaybederken konjugatin halen aktivite gosterdigi

gozlenmistir.
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6.2 Tartisma

Polimerler araciligi ile enzimlerin modifiye edilmesinde, enzim molekiiliiniin ¢evre
kosullarinin denatiire edici etkilerine karsi yapisal 6zelliklerini korumada direnen
nitelik kazanmasi, sulu veya susuz ortamlarda tepkime katalizinde enzim etrafinda
meydana gelen mikro ¢evre olduk¢a 6nem tasimaktadir. Enzimlerin polimer
molektulu ile ¢evrelenmesi olusan rijid yap1 termostabilitelerini arttirmaktadir.
Modifiye etmek i¢in kullanilan maddeler arasinda polisakkaritler ve polietilen

glikol gibi polimerler yer almaktadir.

Calismada a-amilaz enziminin ve sentezlenen PEG aldehid molekiiliintin 1/10 mol

oraninda kovalent konjugatlari elde edildi ve diyaliz yontemiyle saflastirildi.

Farklh oranlarda (1/1, 1/5, 1/10, 1/20, 1/30, 30/1, 20/1, 10/1, 5/1) sentezlenen
a-amilaz- PEG aldehid konjugatlarinin 25°C’de aktiviteleri tayin edilerek aktivite
sonuglar1 degerlendirildi. Konjugatin en yiiksek aktiviteyi 1/10’da gosterdigi tespit
edildi.

1/10 oraninda sentezlenen a-amilaz- PEG aldehid konjugatinin ve serbest enzimin
farkl sicaklik degerlerinde (25, 30, 40, 50, 60, 70°C) tayin edilen aktivite sonuclari
degerlendirildi. Konjugatin serbest enzime gore daha diisiik aktivite gostermesine

karsin en yiiksek aktiviteyi 40°C’de gostermistir.

Serbest enzimin ve konjugatin 25°C’de, farkh pH degerlerindeki (pH 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9) tampon c¢ozeltiler icinde gosterdigi aktiviteler 6lciilmiis ve serbest enzim ile

konjugat en yliksek aktivite degerini pH 6 ve 7'de gostermistir.

Sentezlenen a-amilaz-PEG aldehid konjugatinin ve serbest enzimin 60°C’de termal
stabilitesi incelenmistir. Konjugatin serbest enzime gore daha diisiik aktivite ile

daha kararli bir grafik gosterdigi gozlenmistir.
Literatiir calismalarina 6zellikle polimer orani diisiik olan konjugatlarin saf enzime

kiyasla ¢ok daha yiiksek degerde ve genis sicaklik araliginda aktivite verdigi

belirlendi.
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