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OZET

SENTETIK VE DOGAL POLIMERIK GOZENEKLI YAPILARA ENZiM
IMMOBILIZASYONU VE BIYOTEKNOLOJIK UYGULAMALARI
Sahin DEMIRCI
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisanstistii Egitim Enstitiisti
Kimya Anabilim Dali1 Doktora Tezi
Danisman: Prof. Dr. Nurettin SAHINER
27/07/2021, 138

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, enzim immobilizasyonunda kullanilmak iizere sentetik
p(HEMA), p(AAm), p(AMPS), p(APTMACI), p(Amfoter) ve PEI kriyojelleri ile dogal
polimer olan CMC ve Dekstran dan kriyojeller hazirlanmistir. Siiper makro gézenekli bu
kriyojellerin sentezi icin kullanilan bilesenler ile birlikte o-glikosidaz (a-Glu) ve Ureaz
enzim ¢Ozeltileri degisik miktarlarda eklenerek goézenekler icerisine immobilize edilmistir.
Igerisine enzim yerlestirilmis (enzim@kriyojel) kriyojellerin karakterizasyonu SEM, FT-IR
ve TGA cihazlar ile yapilmistir. Hazirlanan enzim@kriyojel sistemlerinde immobilizasyon
verimleri %80’in iizerinde bulunmugstur. Serbest a-Glu enzimi i¢in en yiiksek aktivitenin
gozlendigi optimum kosullar 37 °C ve pH 6,8 iken ayni sicaklikta a-Glu@p(HEMA) ve a-
Glu@p(AAm) kriyojelleri i¢in pH 6,8, a-Glu@p(AMPS) kriyojelleri i¢in pH 8,0 ve a-
Glu@p(APTMACI) kriyojelleri i¢in pH 5,0’da %90°1n iizerinde aktivite gézlenmistir. o-
Glu@p(Amfoter) kriyojel sistemleri i¢in ise pH 5,0-9,0 araligindaki tiim degerlerde %70’ten
yiiksek aktivite gdzlenmistir. Ureaz@PEI kriyojel sistemlerinin, pH 5,0-9,0 ve 15-45 °C
sicaklik araliginda, serbest enzimin optimum kosullar1 (pH 7,0, 37 °C) disinda, serbest
enzime gore daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica, Ureaz enzimi
immobilize edilmis CMC ve Dekstran kriyojelleri %90’nin iizerinde immobilizasyon
verimine sahip olmalarma ragmen serbest Ureaz enzimine gére daha diisiik aktivite
gosterdikleri belirlenmistir. Buna ragmen bu kriyojeller tekrar kullanim ve depolama
caligmalarinda serbest enzime gore daha yiiksek kararlilik gostermistir. Tez kapsaminda
hazirlanan enzim@kriyojel sistemlerinin serbest enzime kiyasla en az 10 kez yiiksek aktivite
ile kullanilabilecegi ve kriyojel icerisinde immobilizasyonun enzimlerin saklama siirelerini

oldukca arttirdigi belirlenmistir. Michaelis-Menten kinetik parametreleri, lineer ve non-



lineer Lineweaver-Burk  denklemleri  kullanilarak  hesaplanmistir.  Hazirlanan
enzim@kriyojel sistemlerinin serbest enzimlere gore daha yiiksek K degerleri
hesaplanmasi, substratin enzim i¢in afinitelerinin azaldigini géstermistir. Bununla beraber,
rozmarinik asit ¢ozeltisi kullanilarak gerceklestirilen enzim deaktivasyon calismalarinda

serbest a-Glu ve a-Glu@kriyojel sistemleri benzer davraniglar gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: Kriyojel, enzim immobilizasyonu, hapsetme teknigi,

enzim(@kriyojel, enzimatik reaksiyon, biyoteknoloji



ABSTRACT

ENZYME IMMOBILIZATION INTO SYNTHETIC AND NATURAL
POLYMERIC POROUS
STRUCTURES AND THEIR BIOTECHNOLOGICAL APPLICATIONS
Sahin DEMIRCI
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Doctoral Dissertation in Chemistry
Adpvisor: Prof. Dr. Nurettin SAHINER
07/27/2021, 138

Within the scope of this thesis, synthetic p(HEMA), p(AAm), p(AMPS),
p(APTMACI), p(Amphoter) and PEI cryogels and CMC and Dextran as natural polymeric
cryogels were prepared for use in enzyme immobilization. Together with the components
used in synthesis of these super macroporous cryogels, different amounts of a-glucosidase
(0-Glu) and Urease enzyme solutions were added into reaction and immobilized within the
pores of cryogels. The characterization of the enzyme-embedded (enzyme@cryogel)
cryogels was performed via SEM, FT-IR and TGA devices. Immobilization yields of the
enzyme@cryogel systems were found to be over 80%. The optimum conditions of free a-
Glu where the highest enzyme activity is found to be at 37 °C, and pH 6.8, and at the same
temperature the optimum pHs for a-Glu@p(HEMA) and a-Glu@p(AAm) cryogels was
observed at 6.8 whereas more than 90% activity was observed at pH 8.0 for o-
Glu@p(AMPS) cryogels and at pH 5.0 for a-Glu@p(APTMACI) cryogels. For a-
Glu@p(Amphoter) cryogel systems, higher than 70% activity was observed at all pHs in 5.0-
9.0 range. Urease(@PEI cryogel systems at pH 5.0-9.0 and temperature 15-45 °C ranges were
shown higher activities with respect to the free enzyme except for the optimum conditions
of the free enzyme (pH 7.0, 37 °C). Additionally, even though more than 90% urease
immobilization efficiency was observed for CMC and Dextran cryogels, a lower activity
compared to that of the free enzyme was determined. Nevertheless, these cryogels showed

higher stability than the free enzyme in reuse and storage studies. It was established that the

Vi



enzyme(@cryogel systems in comparison to the free enzyme can be used at least 10 times
sequentially with higher activities and the immobilization of enzyme within the cryogels
considerably increases storage time of enzymes for extended time durations. Michaelis-
Menten kinetic parameters were calculated using linear and non-linear Lineweaver-Burk
equations. Accordingly, the prepared enzyme@cryogel systems exhibited decreased
substrate affinities as higher Km values were calculated then free enzymes. Besides, free a-
Glu and a-Glu@cryogel systems showed similar inhibition trend in the enzyme deactivation

studies using rosmarinic acid solution as deactivator.

Keywords: Cryogel, enzyme immobilization, entrapment technique, enzyme

@cryogel, enzymatic reaction, biotechnology
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Sekil 15

SEKILLER DiZiNi

Sekil Adi

(a) a-Glu ve (b) Ureaz enzimlerinin kristal yapilari [(Benini vd.,
2013; Caputo vd., 2016)].

Immobilizasyon teknikleri ve sematik gdsterimleri.

a-Glu enziminin katalizledigi 4-NPG’nin 4-NP ve glikoza
pargalanmasi reaksiyonu.

Ureaz enziminin katalizledigi {irenin amonyak ve karbondioksite
doniistiiriilmesi reaksiyonu.

Hazirlanan kriyojellerin polimerlerinin kimyasal yapilari.

Stiper makro gbzenekli enzim@kriyojel sistemlerinin
hazirlaniginin sematik gdsterimi.

Kriyojel ve enzim@kriyojel sistemlerinin SEM goriintiileri.

(a) p(HEMA), (b) p(AAm), p(AMPS) ve p(APTMACI) kriyojel
ve enzim(@kriyojel sistemlerinin FT-IR spektrumlari.

(a) p(Amfoter) ve (b) p(NIPAM) kriyojel ve enzim@kriyojel
sistemlerinin FT-IR spektrumlari.

(a) PEI, (b) CMC ve (c) Dekstran kriyojel ve enzim@kriyojel
sistemlerinin FT-IR spektrumlari.

(a) P(HEMA), (b) p(AAm), p(AMPS) ve p(APTMACI) kriyojel
ve enzim@kriyojel sistemlerinin TGA termogramlari.

(a) p(Amfoter) ve (b) p(NIPAM) kriyojel ve enzim@kriyojel
sistemlerinin TGA termogramlari.

(a) PEI, (b) CMC ve (c) Dekstran kriyojel ve enzim@kriyojel
sistemlerinin TGA termogramlari.

(a) o-Glu@p(HEMA) ve (b) oa-Glu@p(AAm) kriyojel
sistemlerinden enzim sizintis1 ¢alismalar1 [Calisma kosullari: 5
mL pH 6,8 potasyum fosfat tamponu, 37 °C, 0,5 mL 10 mM
substrat].

(a) o-Glu@p(AMPS) ve (b) a-Glu@p(APTMACI) kriyojel

sistemlerinden enzim sizintis1 ¢alismalar1 [Calisma kosullari: 5
mL pH 8,0 potasyum fosfat tamponu (a-Glu@p(AMPS)), 5 mL

Xiv
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Sekil 16

Sekil 17

Sekil 18

Sekil 19

Sekil 20

Sekil 21

Sekil 22

Sekil 23

pH 5,0 potasyum fosfat tamponu (a-Glu@p(APTMACI)), 37 °C,
0,5 mL 10 mM substrat].

Sekil 16. (a) a-Glu@p(Amfoter) ve (b) a-Glu@p(NIPAM)
kriyojel sistemlerinden enzim sizintis1 ¢alismalart [Calisma
kosullar1: 5 mL pH 6,8 potasyum fosfat tamponu, 37 °C, 0,5 mL
10 mM substrat].

(a) Ureaz@p(PEI), (b) Ureaz@CMC ve Ureaz@Dekstran
kriyojel sistemlerinden enzim sizintis1 ¢alismalart [Calisma
kosullari: 5 mL pH 7,0 sodyum fosfat tamponu, 25 °C, 1 mL 100
mM substrat, 1 mL 4 mg/mL 4-NP].

Degisik  miktarlarda  enzim igeren o-Glu@p(HEMA)
kriyojellerinin ve esit miktarda serbest enzimin (a) aktivite ve (b)
%aktivite degerlerinin karsilastirilmasi. [Calisma kosullari: 5
mL pH 6,8 potasyum fosfat tamponu, 37 °C, 0,5 mL 10 mM
substrat].

a-Glu@p(HEMA)-1 kriyojellerinin ve esit miktarda serbest
enzimin %aktivitesi iizerinde (a) inkiibasyon siiresi, (b) sicaklik
ve (c) pH parametrelerinin etkisi. [Caligma kosullari: 5 mL pH
6,8 potasyum fosfat tamponu (Sicaklik), 37 °C (pH), 0,5 mL 10
mM substrat].

Degisik miktarlarda enzim iceren o-Glu@p(AAm), ao-
Glu@p(AMPS) ve a-Glu@p(APTMACI) kriyojelleri ile esit
miktarda serbest enzimin (a) aktivite ve (b) %aktivite
degerlerinin karsilastirilmasi. [Calisma kosullari: 5 mL pH 6,8
potasyum fosfat tamponu, 37 °C, 0,5 mL 10 mM substrat].

a-Glu@p(AAm)-1, a-Glu@p(AMPS)-1 ve o~
Glu@p(APTMACI)-1 kriyojelleri ile esit miktarda serbest
enzimin (a) maksimum aktiviteye ulagsmasi i¢in gerekli siire, (b)
%aktivite lizerinde sicaklik ve (c) pH parametrelerinin etkisi.
[Calisma kosullart: 5 mL pH 6,8 potasyum fosfat tamponu
(Sicaklik), 37 °C (pH), 0,5 mL 10 mM substrat].

(a) a-Glu@p(Amfoter) ve serbest enzimin maksimum aktiviteye
ulagmasi i¢in gerekli olan siire, (b) degisik miktarlarda enzim
iceren o-Glu@p(Amfoter) kriyojelleri ile esit miktarda serbest
enzimin aktivite ve (c) %aktivite degerlerinin karsilastirilmasi.
[Calisma kosullari: 5 mL pH 6,8 potasyum fosfat tamponu, 37
°C, 0,5 mL 10 mM substrat].

a-Glu@p(Amfoter)-1 kriyojelleri ile esit miktarlarda serbest
enzimin %aktivitesi ilizerinde (a) sicaklik ve (b) pH
parametrelerinin etkisi. [Calisma kosullart: 5 mL pH 6,8
potasyum fosfat tamponu (Sicaklik), 37 °C (pH), 0,5 mL 10 mM
substrat].
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Degisik  miktarlarda enzim igeren o-Glu@p(NIPAM)
kriyojelleri ile esit miktarda serbest enzimin (a) aktivite ve (b)
%aktivite degerlerinin karsilastirilmasi. [Calisma kosullari: 5
mL pH 6,8 potasyum fosfat tamponu, 37 °C, 0,5 mL 10 mM
substrat].

(a) P(NIPAM) ve a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sistemlerinin
farkl sicakliklardaki sisme davranislari, (b) a-Glu@p(NIPAM)-
1 kriyojelleri ile esit miktarda serbest enzimin %aktivitesi
izerinde sicaklik, (c) 25 °C ve (d) 37 °C reaksiyon sicakliginda
pH parametrelerinin etkisi. [Calisma kosullari: 5 mL pH 6,8
potasyum fosfat tamponu, 37 °C (Sicaklik); 25 ve 37 °C (pH),
0,5 mL 10 mM substrat].

Normal PEI kriyojel sentez kosullarinda sentezlenen
Ureaz@PEI kriyojel sistemlerinin esit miktardaki serbest enzim
ile (a) aktivite ve (b) %aktivite karsilastirilmalari, (c) serbest
Ureaz enziminin ve Ureaz@PEI kriyojel sisteminin maksimum
aktiviteye ulasmasi icin gerekli olan siire, (d) enzim ig¢in
optimum saklama kosullar1 olan pH 7,0 sodyum fosfat tamponu
icinde hazirlanmis olan, degisik miktarlarda enzim igeren
Ureaz@PEI kriyojel sistemlerinin aktivite ve (e) %aktivite
karsilastirilmasi. [Calisma kosullari: 5 mL pH 7,0 sodyum fosfat
tamponu, 25 °C, ImL 100 mM substrat, | mL 4 mg/mL 4-NP].

Ureaz@PEI-3 kriyojelleri ile esit miktarda serbest enzimin
%aktivitesi lizerinde (a) sicaklik ve (b) pH parametrelerinin
etkisi. [Calisma kosullari: 5 mL pH 7,0 sodyum fosfat tamponu
(Sicaklik), 25 °C (pH), 1 mL 100 mM substrat, | mL 4 mg/mL
4-NP].

(a) Ureaz@CMC ve esit miktardaki serbest enzimin maksimum
aktiviteye ulasmasi i¢in gerekli olan siire, (b) Ureaz@CMC
kriyojelleri ile esit miktarda serbest enzimin aktivite ve (b)
%aktivite degerlerinin karsilagtirilmasi. [Calisma kosullari: 5
mL pH 7,0 sodyum fosfat tamponu, 25 °C, 1 mL 100 mM
substrat, 1 mL 4 mg/mL 4-NP].

Ureaz@CMC kriyojelleri ile esit miktarda serbest enzimin
%aktivitesi lizerinde (a) sicaklik ve (b) pH parametrelerinin
etkisi. [Calisma kosullart: 5 mL pH 7,0 sodyum fosfat tamponu,
25°C, 1 mL 100 mM substrat, 1 mL 4 mg/mL 4-NP].

(a) Ureaz@Dekstran ve serbest enzimin maksimum aktiviteye
ulasmast igin gerekli olan siire, (b) Ureaz@Dekstran kriyojelleri
ile esit miktarda serbest enzimin aktivite ve (b) %aktivite
degerlerinin karsilastirilmasi. [Calisma kosullari: 5 mL pH 7,0
sodyum fosfat tamponu, 25 °C, 1 mL 100 mM substrat, 1 mL 4
mg/mL 4-NP].
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Sekil 32
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Ureaz@Dekstran kriyojelleri ile esit miktarda serbest enzimin
%aktivitesi iizerinde (a) sicaklik ve (b) pH parametrelerinin
etkisi. [Calisma kosullart: 5 mL pH 7,0 sodyum fosfat tamponu,
25°C, 1 mL 100 mM substrat, 1 mL 4 mg/mL 4-NP].

(a) o-Glu@p(HEMA)-1 ve (b) o-Glu@p(AAm)-1 kriyojel
sistemlerinin tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi ve serbest
a-Glu enzimi ile karsilastirilmast [Calisma kosullari: 5 mL pH
6,8 potasyum fosfat tamponu, 37 °C, 0,5 mL 10 mM substrat].

(a) o-Glu@p(AMPS)-1 ve (b) ao-Glu@p(APTMACI)-1
kriyojelleri ile esit miktarda serbest enzimin tekrar
kullanilabilirliginin karsilastirilmasi [Calisma kosullari: 5 mL
pH 8,0 potasyum fosfat tamponu (a-Glu@p(AMPS)-1), 5 mL
pH 5,0 potasyum fosfat tamponu (a-Glu@p(APTMACI)-1), 37
°C, 0,5 mL 10 mM substrat].

(a) a-Glu@p(Amfoter)-1 kriyojellerinin tekrar
kullanilabilirliginin ~ esit miktarda serbest enzim ile
karsilagtirilmasi, (b) a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojelleri ile esit
miktarda serbest enzimin 25 °C ve (c) 37 °C ¢alisma sicakliginda
tekrar kullanilabilirlikleri. [Calisma kosullari: 5 mL pH 6,8
potasyum fosfat tamponu, 37 °C (a-Glu@p(Amfoter)); 5 mL pH
6,8 potasyum fosfat tamponu 25 ve 37 °C (a-Glu@p(NIPAM)),
0,5 mL 10 mM substrat].

(a) Ureaz@PEI ve (b) Ureaz@CMC ile Ureaz@Dekstran
kriyojel sistemlerinin tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi ve
serbest Ureaz enzimi ile karsilastirilmasi [Calisma kosullari: 5
mL pH 7,0 sodyum fosfat tamponu, 25 °C, 1 mL 100 mM
substrat, 1 mL 4 mg/mL 4-NP].

(a) o-Glu@p(HEMA)-1 ve (b) o-Glu@p(AAm)-1 kriyojel
sistemlerinin saklama siirelerinin incelenmesi ve serbest a-Glu
enimi ile karsilastirilmasi [Calisma kosullari: 5 mL pH 6,8
potasyum fosfat tamponu, 37 °C, 0,5 mL 10 mM substrat, 25 °C
depolama sicakligi].

(@) o-Glu@wp(AMPS)-1 ve (b) o-Glu@p(APTMACI)-1
kriyojelleri ile esit miktarda serbest enzimin saklama siirelerinin
karsilastirilmas1 [Calisma kosullari: 5 mL pH 8,0 potasyum
fosfat tamponu (a-Glu@p(AMPS)-1), 5 mL pH 5,0 potasyum
fostat tamponu (a-Glu@p(APTMACI)-1), 37 °C, 0,5 mL 10 mM
substrat].

a-Glu@p(Amfoter)-1 kriyojellerinin (a) -20 °C, (b) +4 °C ve (c)

+25 °C saklama sicakliklarinda aktivitelerinde meydana gelen
degisimlerin serbest enzim ile karsilastirilmasi1 [Calisma
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Sekil 39

Sekil 40

Sekil 41

Sekil 42

kosullar1: 5 mL pH 6,8 potasyum fosfat tamponu, 37 °C, 0,5 mL
10 mM substrat].

Serbest a-Glu enzimi ve a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel
sistemlerinin -20 °C’de saklanan (a) 25 °C, (b) 37 °C sicaklikta
reaksiyon, (c) +4 °C’de saklanan ve 25 °C’deki, (d) 37 °C
sicaklikta reaksiyon, () +25 °C’de saklanan 25 °C'deki, (f) 37
°C sicaklikta reaksiyon ile saklama siirelerinin karsilastirilmasi
[Reaksiyon kosulu: 5 mL pH 6,8 potasyum fosfat tamponu, 0,5
mL 10 mM substrat].

Ureaz@PEI-3 kriyojel sistemlerinin (a) -20 °C ve (b) +25 °C
sicakliklardaki saklama siirelerinin incelenmesi ve serbest Ureaz
enzimi ile karsilagtirllmasi [Calisma kosullari: 5 mL pH 7,0
sodyum fosfat tamponu, 25 °C, 1 mL 100 mM substrat, 1 mL 4
mg/mL 4-NP].

(a) a-Glu@p(Amfoter) ve (b) a-Glu@p(NIPAM) kriyojel
sistemleri i¢in deneysel olarak elde edilen [S] kars1 V grafiginin
teorik  olarak lineer ve non-lincer Lineweaver-Burk
denklemlerinden hesaplanan K ve Vmax degerlerinin teorik
verilerle karsilastirilmasi.

(a) Rosmarinik asit molekiiliiniin kimyasal yapisi ve (b) serbest
a-Glu enzimi ile a-Glu@kriyojel sistemlerinin deaktivasyonu ile
ilgili calismalar [Calisma kosullari: 4 mL tampon ¢6zelti, 37 °C,
0,5 mL 10 mM substrat, 1 mL RA ¢ozeltisi]
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BIRINCI BOLUM
GIRIS

Enzimler kimyasal tepkimelerin aktivasyon enerjisini diisiirerek reaksiyon hizini
arttiran protein yapisinda biyokatalizorlerdir. Belirli biyolojik ve kimyasal reaksiyonlarin
verimliligi ve hizin1 arttirmalari, stereo ve enantiyo-secicilikleri ile substratlarina spesifik
olmalari, ytiksek iirtin safliklari, gevre dostu olmalari ve 1liman reaksiyon kosullarinda aktif
olmalar1 gibi benzersiz 6zelliklerinden 6tiirii enzimlerin kullanim alanlar1 oldukg¢a genistir
(Homaei vd., 2013; Illanes vd., 2012; Pera vd., 2015). Buna ragmen enzimlerin karmagik
yapilarindan dolay1 iiretim ve saflastirma maliyetlerinin yiiksek olmasi, dogal olmayan veya
ekstrem kosullarda diisiik dayaniklilik ve aktiviteye sahip olmalari, yiiksek substrat
konsantrasyonlarinda ve/veya iirlin konsantrasyonlarinda kolayca deaktive olmalar1 gibi
dezavantajlar1 endiistriyel kullanimlarin1 simirlandirmaktadir  (Cacicedo vd., 2019;
Moehlenbrock ve Minteer, 2017). Bu dezavantajlar1 ortadan kaldirmak i¢in kararli kilict
katk1 maddelerinin kullanilmast (Pooni vd., 2019), kimyasal modifikasyonlar
(Krishnamurthy vd., 2018), termofilik organizmalardan enzimlerin seg¢ilmesi (Ribeiro vd.,
2017) ve gesitli immobilizasyon teknikleri gibi yontemler gelistirilmistir (Kurayama vd.,
2020; Sharifi vd., 2020). Bu teknikler igerisinde katalizorlerin uzun omiirlii olmasi, ekstrem
kosullarinda bile yiiksek enzimatik aktivite saglamasi, ekonomik olarak uygulanabilir ve
cevre dostu olmasindan dolayr en sik arastirilan yoOntemlerden birisi enzim
immobilizasyonudur (Moehlenbrock ve Minteer, 2017; Tran ve Balkus, 2011). Genel olarak,
enzim immobilizasyonu adsorpsiyon (Askaripour vd., 2020), kovalent baglama vd., 2020),
capraz baglama (Fernandez-Lopez vd., 2017), enkapsiilasyon (Song vd., 2019) ve hapsetme
(Kumar vd., 2017) olarak bilinen 5 temel teknikle gerceklestirilmektedir. En uygun
immobilizasyon yontemini segmek i¢in enzimin immobilizasyon kosullarina toleransi (pH,
sicaklik, iyonik kuvvet vb.), enzimler iizerindeki yiizey fonksiyonel gruplari, enzimin
boyutu, enzimin polaritesi ve substrat/iirlin tagmimi gibi ¢ok 6nemli faktorlerin dikkate
alinmas1 gerekmektedir (Hanefeld vd., 2009; Moehlenbrock ve Minteer, 2017). Immobilize
enzimlerin avantajlari, reaksiyon ortamindan kolayca ¢ikarilmasi, olas1 yeniden
kullanilabilirligi, temiz bir {iriin elde edilmesi, pH, sicaklik, ¢oziicii, kirletici ve safsizliklara
kars1 enzim dayanikliliginin arttirilmasi gibi 6nemli 6zelliklerin kazandirilmasidir (Kharisov

ve Eldin, 2018). Literatiirde enzim immobilizasyon tekniklerinin bazi dezavantajlara sahip



olduklar1 rapor edilmistir (Homaei vd., 2013). Adsorpsiyon tekniginde adsorplanan
ylizeyden enzimin kolayca salinmasi, enkapsiilasyon tekniginde ise kapsiilleyici
malzemelerin kolay dagildigi gibi 6nemli sorunlar mevcuttur. Bunlarin disinda enzimlerin
kat1 ylizeylere kovalent olarak baglanmasi ve enzimlerin birbirine ¢apraz baglanma
tekniklerinde ise enzimler aktif bolgelerinden de baglanabilecekleri i¢in enzim aktivitelerini
kaybederek deaktive olduklar1 gosterilmistir (Homaei vd., 2013). Bunlarin yani sira
hapsetme teknigi olarak bilinen immobilizasyon yonteminde diger teknikler kadar 6nemli

dezavantajlar gostermedigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Homaei vd., 2013).

Kriyojeller, normal hidrojellere kiyasla yiiksek mekanik dayaniklilik ve esneklik gibi
istiin Ozellikler saglayan, capraz bagli birbirleri ile baglantili siiper makro goézenekli
hidrojellerdir (Lozinsky ve Okay, 2014; Sahiner ve Seven, 2014). Kriyojeller, kriyojel
onciilleri (monomer, capraz baglayici, baslatict ve hizlandiricl) igeren ¢6zeltinin donma
noktasimnin altindaki sicakliklarda sentezlenir. Reaksiyon kosullar1 altinda olusan buz
kristalleri, boyutlar1 birka¢ mikrometreden birka¢ yiiz mikrometreye kadar degisebilen
birbirine bagl siiper gdzenekli yapilar olusturur (Karacan ve Okay, 2013; Lozinsky, 2008).
Normal hidrojeller ile karsilastirildiginda, kriyojeller yiiksek elastikiyet, mekanik dayanim
ve hizli tepki verme gibi iistiin 6zelliklere sahiptir (Bereli vd., 2010; Sahiner ve Yildiz,
2014). Kriyojeller, metal nanopartikiillerin (Dmitriy, 2020; Seven ve Sahiner, 2014a),
iletken polimerlerin sentezinde (Sahiner ve Demirci, 2016) ve grafen oksitli kompozitlerin
hazirlanmasinda (Klongklaew vd., 2018; Sahiner vd., 2018) ve hatta biyolojik molekiillerin
de immobilizasyonunda (Lozinsky vd., 2003) yaygin olarak kullanilmaktadir. Kriyojellerin
bu avantajlarindan dolay1 enzim immobilizasyonu i¢in oldukga elverisli malzemeler oldugu
diisiiniilmektedir (Busto vd., 2007; Das-Bradoo vd., 2004; Efremenko vd., 2016; Hedstrom
vd., 2008).

Yapilan tez caligmasi kapsaminda, enzim immobilizasyonu nétral p(HEMA) ve
p(AAm), anyonik p(AMPS), katyonik p(APTMACI), hem anyonik hem de katyonik
fonksiyonel gruplar iceren p(AMPS-ko-APTMACI) (p(Amfoter)), sicaklik duyarh
p(NIPAM), dallanmis zincir yapisindaki katyonik PEI ve hatta dogal polimer CMC ile
Dekstrandan sentezlenen kriyojeller icine gerceklestirilerek, destek malzemelerinin enzim

aktiviteleri tizerine etkileri incelenmistir. Hazirlanan kriyojellere sentez sirasinda hapsetme

2



metodu ile 0-Glu ve Ureaz enzimleri immobilize edilerek enzimlerin farkli sicaklik ve pH
kosullarindaki aktiviteleri aragtirilmistir. Hazirlanan kriyojel ve enzim@kriyojel
sistemlerinin karakterizasyonu i¢in %sisme, %g6zeneklilik, %gozenek hacmi ve jel verimi
hesaplamalari, SEM, FT-IR ve TGA analizleri yapilmistir. Ayrica, enzim@kriyojel
sistemlerinin immobilizasyon verimi ve immobilizasyon etkinlik degerleri malzemelerin
farkli kimyasal tepkimelerde aktivitelerinin belirlenmesiyle hesaplanmistir. Enzim aktivitesi
calismalarinda, a-Glu enzimi i¢in 4-Nitrofenil- a-D-glukopiranozid (4-NPG), Ureaz enzimi
icin Ure substratlar1 kullanilarak belirlenmis olan optimum c¢alisma kosullarinda serbest
enzim ve enzim(@kriyojel sistemlerinin aktiviteleri karsilastirilmistir. Serbest enzim ve
enzim(@kriyojel sistemlerinin enzimatik aktivitelerinin {izerine reaksiyon sicakliginin (15-
60 °C) ve pH degerlerinin (pH 4,0-9,0) etkisi incelenmistir. Enzim@kriyojel sistemlerinin
tekrar kullanilabilirlikleri ve saklama siireleri arastirilmis ve serbest enzimler ile
karsilagtirilmistir. Enzimatik reaksiyonlar i¢in ©Onemli Michaelis-Menten kinetik
parametreleri olan K ve Vmax degerleri lineer ve non-lineer Lineweaver-Burk denklerimden
hesaplanmis ve karsilastirilmigtir. Ayrica, a-Glu@kriyojel sistemlerinin deaktivasyonlari

rosmarinik asit molekiilii varliginda incelenmis ve karsilastirilmistir.



IKiNCi BOLUM
ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Hidrojellerin ozel bir tiirii “Kriyojeller”

Gozenekli yapilar, gozenek boyutlarina gére 4’e ayrilirlar. Bunlar sirastyla <2 nm
gozenek boyutlarina sahip mikro-gézenekli yapilar, 2-50 nm gozenek boyutuna sahip mezo-
gozenekli yapilar, 50 nm-1pm goézenek boyuna sahip makro-gozenekli yapilar ve >Ium
gozenek boyutuna sahip siiper makro-gézenekli yapilardir (Hollister, 2005). Siiper
gozeneklige sahip yapilardan bir tanesi de kriyojellerdir. Kriyojeller, normal hidrojellerin
kriyojenik sartlarda (kullanilan ¢dzliciinlin donma noktasinin altindaki sicakliklar)
hazirlanmasiyla olusan, birbirleri ile baglantili siiper makro-goézeneklere sahip olan,
hidrojellerin 6zel bir tiirtidiir (Lozinsky ve Okay, 2014; Sahiner ve Seven, 2014). Kriyojenik
sartlar terimi ise, polimerizasyon ve ¢apraz baglanma reaksiyonlarinin ¢oziiciiniin donma
noktast altindaki sicakliklarda gerg¢eklesmesi kosulu i¢in kullanilmaktadir (Pattavarakorn
vd., 2013). Kisaca, ¢ogunlugunu ¢oziiciiniin olusturdugu monomer, capraz baglayici,
baglatic1 ve hizlandiricr iceren ¢dzelti, 0rnegin ¢oziicli eger su ise donma noktasi altindaki
sicakliklarda (genelde -20 °C) polimerizasyon ve ¢apraz baglanma reaksiyonlar: ile
gerceklestirilir (Chu ve Rutt, 1997). Bu sicakliklarda buza doniisen su molekiilleri kat1 faza
gecerken, monomer, capraz baglayici, hizlandirici ve baslaticinin derisimi artar ve olusan
buz kristalleri etrafinda ayni anda polimerlesme ve ¢apraz baglanma reaksiyonlari ilerler.
Hazirlanan ¢apraz bagl kriyojel, oda sicakligina getirildiginde buz kristalleri erir ve siiper
makro gozenekli kriyojeller sentezlenmis olur (Lozinsky ve Okay, 2014). Kriyojellerin
gozenek boyutlar1 ve gozenek duvar kalinliklari kullanilan suyun, monomerin, ¢apraz
baglayicinin ve baslaticinin oranina gore ayarlanabilir (Karacan ve Okay, 2013).
Kriyojellerin mekanik dayanimlari, elastikiyetleri ve digaridan gelen etkiye tepki verme
hizlar1 birbiri ile baglantili siiper gézenekli yapilar1 sayesinde normal hidrojellere gore ¢ok
daha iyidir ve bu sebeple son zamanlarda bircok uygulama alan1 bulmuslardir (Dainiak vd.,
2010). Kriyojeller bu 6zellikleri sayesinde ayirma ve saflastirma (Sahiner ve Demirci, 2016),
doku miihendisligi (Arvidsson vd., 2003; Bloch vd., 2010), cevre uygulamalar1 (Sahiner vd.,
2015a), sensor/biyosensor uygulamalar: (Ertiirk ve Mattiasson, 2014) ve hatta katalitik
caligmalarda (Sahiner vd., 2015b) bile yogun bir sekilde kullanilmaktadir.



2.2. Enzimlerin genel ozellikleri

Enzimler, RNAse hari¢ biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize edebilen aktif
proteinlerdir (Patel vd., 2017). Bunlar hem sentez hem de canli organizmalar tarafindan
parg¢alanma reaksiyonlar1 i¢in gerekli olan biyomolekiillerdir. Tiim canli organizmalardaki
biyokimyasal reaksiyonlar, substrat denen spesifik bir bilesigi daha yiiksek reaksiyon
hizinda iirlinlere doniistiirme kabiliyetine sahip olan biyolojik katalizorler olan enzimler
tarafindan yiritiliir. Enzimler aktivasyon enerjisini (Ea) disiirerek reaksiyon hizini
kimyasal katalizorler gibi arttirmasina ilaveten oldukca segicilerdir. Cogu enzimatik
reaksiyonun hizi, katalizlenmemis reaksiyondan milyonlarca kat daha hizlidir. Yiizlerce yil
siirebilecek olan doniisiimleri dakikalar hatta saniyeler i¢inde gerceklestirebilirler (Dalby,
2003; Otten ve Quax, 2005). Enzimlerin canlilarda yaklasik 4000 biyokimyasal reaksiyonu
katalize ettigi rapor edilmistir (Bairoch, 2000).

Enzimler, iliman kosullarda yiiksek verim ve seciciligi olan biyolojik ve yesil
katalizorlerdir (Sheldon ve van Pelt, 2013) ve enzimler tarafindan katalize edilen biyolojik
reaksiyonlar, kimyasal {irlinlere uyarlanmasi i¢in giiclii bir ara¢ olarak diisiiniilmektedir (
Sheldon, 2007). Enzimin katalizor olarak kullanildig1 reaksiyonlarda yan iirlin olusumu ya
cok azdir ya da hi¢ gbzlenmemektedir. Enzimlerin katalitik etkinligi kimyasal katalizorlere
gore cok daha fazladir, reaksiyonlar iliman sartlarda gergeklesir, enzimler dogal katalizor
olduklarindan c¢evreye zararli degildirler, daha az basamakli tepkimeler gerceklesir,
kimyasal secicilik gosterirler, dogal substratlar ile sinirli degildirler ve organik bilesiklere de
uygulanabilirler (Sheldon, 2007). Buna ragmen dogal konformasyonunu kaybetme,
deaktivasyon, kararsizlik, yeniden kullanilmama ve serbest formdaki enzimin reaksiyon
ortamindan uzaklastirilamamasi (Wu vd., 2013) gibi olumsuzluklar mevcuttur. Karmagik ve
spesifik kimyasal reaksiyonlari katalizleyen enzimlerin, daha yaygin bir sekilde kullanilmasi

icin malzeme bilimcileri ve miithendisler bir¢ok yontem aramaktadir.



2.2.1. 0-Glu enzimi

a-Glikosidaz enziminin (EC 3.2.1.20) ii¢c boyutlu yapis1 Sekil 1 (a)’da verilmistir. a-
Glu enzimi aril (veya alkil)-glikozitler, disakkaritler veya oligosakkaritlerden o-1,4-bagl
glikoz kalintilarinin hidrolizini katalize eder (Terra ve Ferreira, 2005) ve orta bagirsak ile
kii¢iik dokularin fir¢ali yiizeylerinde bulunur (Cristofoletti vd., 2003; Terra ve Ferreira,
2005).

Literatiirde immobilize edilmis o-Glu enzimleri ile bir¢ok sistem bildirilmistir
(Cheng vd., 2019; Liu vd., 2017; Odaci vd., 2010; Prodanovi¢ vd., 2006; Qiu vd., 2020;
Xiong vd., 2016). Prodanovi¢ ve arkadaslari ¢oziicii sistemlerde immobilize edilmis a-Glu
enziminin dayanikliligin1 ve aktivitesini karsilagtirmistir (Prodanovi¢ vd., 2006). Ayrica,
farkli immobilize a-Glu enzim sistemleri kullanilarak cesitli enzim deaktivasyon ajanlarinin
etkisi arastirllmistir (Cheng vd., 2019; Liu vd., 2017; Qiu vd., 2020; Xiong vd., 2016).
Ayrica, 0-Glu ve piranoz oksidaz enzimleri birlikte immobilize edilerek, maltoz molekiilleri

icin bir biyosensor olarak kullanilmistir (Odaci vd., 2010).

Sekil 1. (a) a-Glu ve (b) Ureaz enzimlerinin kristal yapilar1. (Benini vd., 2013; Caputo vd.,
2016).



2.2.2. Ureaz enzimi

Ureaz enziminin (EC 3.5.1.5) ii¢ boyutlu yapisi Sekil 1 (b)‘de verilmistir. Ureaz
enzimi lirenin amonyak ve karbondioksite hidrolizini katalizleyen yaklasik 480 kDa molekiil
agirhginda hidrolaz sinifi bir enzimdir (Dixon vd., 1975). Ureaz enziminin bitki, mantar ve
bakterileri kapsayan genis bir organizma ¢esitliliginden elde edilebildigi rapor edilmistir

(Adetunji vd., 2017; Kappaun vd., 2018; Morris, 2002).

Ureaz enziminin esas substrati iire olmasina ragmen, enzim daha zayif olarak
asetamid, formamid, N-metiliire, semikarbazit ve hidroksiiire gibi farkli substratlarin
hidrolizini de katalizleyebilmektedir (Dixon vd., 1980). Ureaz enzimi en ¢ok bitki, mantar
ve bakterilerde bulunur. Ayrica zirai glibrelemede {irenin hidrolizini hizlandirmada 6nemli
rol oynarken, insan ve hayvanlarda cesitli hastaliklarin olusmasina neden olabilir (Kafarski
ve Talma, 2018). Ureaz enzimi, biyolojik sivilarda iirenin miktarinin hesaplanmasinda,
yapay bobrekte iirenin kandan uzaklastirilmasinda, atik sulardaki iirenin temizlenmesinde,
gida endiistrisinde lireyi meyve suyu ve yiyeceklerden uzaklastirmakta kullanilmaktadir

(Pundir vd., 2019).

2.3. Enzim immobilizasyon teknikleri

Immobilizasyon terimi, biyolojik olarak aktif molekiillerin bir reaktér veya analitik
sistem i¢inde sabitlenmesi, hareketsizlestirilmesi veya baglanmasi demektir (Reis vd., 2019).
Immobilize kompleks, kat1 destegin fiziksel ve kimyasal karakteristiklerini gdsterirken,
serbest biyolojik molekiiliin temel biyokimyasal aktivitesine de sahiptir (Nisha vd., 2012).
Immobilize enzim ise “enzimin kinetik aktivitesini kaybetmeden belli bir bolgede fiziksel
veya kimyasal olarak hareketsizlestirilmesi ve baglanmasi” olarak adlandirilabilir.
Immobilizasyon teknikleri, enzim kararhiliginin siirdiiriilmesi, daha biiyiik katalitik
ylizeylerin saglanmasi ve pahali enzimlerin tekrar kullanilmasina olanak saglamak ig¢in
olduk¢a onemlidir (Sheldon, 2007; Tischer ve Wedekind, 1999). Ayrica immobilizasyon
teknigi, enzimlerin katalitik aktivitelerinin daha uzun siireler korunmasina imkan

saglayabilmektedir (Sheldon ve Brady, 2019). Bu nedenle, uygun tasiyici ve immobilizasyon
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yonteminin se¢imi, immobilize edilmis enzim biyokatalizoriiniin istenilen bir aktivitesini ve
calisma kosullarin1 kolaylagtirmak i¢in 6nemli noktalardir. Genel olarak, biyokatalizorlerin
bir destek ilizerine immobilizasyonunun sematik gosterimleri Sekil 2’de verilen adsorpsiyon,
kovalent baglama, capraz baglama, enkapsiilasyon ve hapsetme ile gerceklestirilir (Mateo

vd., 2007; Mohamad vd., 2015).

Enkapsiilasyon
/ \
%?9@ S
{ Q Vo Q )
\
Destek Mo _/I ‘\ /I
Kovalent baglanma
Capraz baglanma
Enzim

Immobilizasyonu

@ LW %

Destek

Adsorpsiyon

Hapsetme

Sekil 2. Immobilizasyon teknikleri ve sematik gdsterimleri.

2.3.1. Adsorpsiyon teknigi

Adsorpsiyon teknigi ile destek yiizeyine enzim immobilizasyonu, immobilizasyon
teknikleri arasindaki en basit yontemlerden biridir. Adsorpsiyon tekniginde etkili olan
kuvvetler, Van der Waals kuvvetleri, elektrostatik ve hidrofobik etkilesimler gibi zayif

baglara dayanmaktadir (Sassolas vd., 2012). Adsorpsiyon ile immobilizasyon; 1. Fiziksel



adsorpsiyon, 2. Elektrostatik etkilesim, 3. Hidrofobik adsorpsiyon olmak iizere 3 temel
teknikle yapilir (Nguyen ve Kim, 2017). Enzim ¢oziiniir ve kat1 destek enzim aktivitesini
siirdiiren uygun kosullar altinda sabit bir slire boyunca enzim ¢dzeltisi ile temas halinde
olacak sekilde yerlestirilir. Adsorplanmamis enzim molekiilleri daha sonra tamponla
yikanarak ylizeyden uzaklastirilir. Adsorpsiyon teknigi ile immobilizasyon, reaktif
icermeyen, diisiik maliyetli ve destegin herhangi bir fonksiyonlastiriimasini icermedigi i¢in
genellikle enzim aktivitesine zarar vermeyen basit ve ekonomik bir iglemdir. Buna ragmen,
bu teknikte enzimler destege zayif fiziksel etkilesimler ile gevsek bir sekilde baghdir. Bu
nedenle ortamdaki sicaklik, pH veya iyonik kuvvetteki degisiklikler enzim desorpsiyonuna
neden olan bir¢ok dezavantajlar i¢erir (Mohamad vd., 2015). Ayrica, zayif ¢alisma ve diisiik

saklama siiresine sahip olmasi da dnemli bir dezavantajdir.

2.3.2. Kovalent baglama teknigi

Kovalent baglama teknigi ile enzim immobilizasyonu, enzim molekiilleri tizerindeki
fonksiyonel gruplar ve destek matriksi arasinda kovalent baglanma ile olusturulan ve yaygin
olarak kullanilan yontemlerden biridir. Destek ile kovalent bir bagin kurulabilecegi enzim
iizerinde bulunan fonksiyonel grup, genellikle lizin (e-amino grubu), sistein (tiyol grubu),
glutamik ve aspartik asit (karboksilik grup) yan zincirleri, enzimatik aktivite i¢in gerekli
olmamalidir. Kovalent baglama tekniginde yaygin sekilde kullanilan fonksiyonel gruplar:
Amin, karboksilik asit, hidroksil, tiyol gibi gruplardir (Setford ve Newman, 2005). Enzimin
kat1 destege baglanma prosediirii genellikle; 1) glutaraldehit veya karbodiimid gibi baglayict
molekiiller kullanilarak yiizeyin aktivasyonu, 2) aktive edilmis destege enzimin kovalent
baglanmasi ile iki asamadan gergeklesir (Nguyen ve Kim, 2017). Gluteraldehit veya
karbodiimid gibi yaygin kullanilan baglayici molekiiller, kovalent bag yoluyla yiizey ve
enzim arasinda koprii gorevi goren cok islevli reaktiflerdir. Kovalent baglama teknigi,
enzimler ve destek matriksi arasinda giiglii baglar saglar ve bu nedenle destekten ¢ok az
enzim sizintis1t meydana gelebilir. Kovalent baglanma esnasinda, ¢ogu enzimin fonksiyonel
gruba sahip olmak i¢in kimyasal modifikasyonlardan ge¢mesi gerektiginden, enzim
denatiirasyonu riski yiiksektir. Ayrica, yontem yliksek hacimde biyoreaktif gerektirir, ancak
yalnizca gram matriks basina ~0,02 gram gibi kiiciik miktarlarda enzim immobilize edilebilir

(Trevan, 1988).



2.3.3. Capraz baglama teknigi

Capraz baglama teknigi ile enzim immobilizasyonu, enzim molekiilleri arasinda
kovalent baglarla molekiiller aras1 ¢apraz baglarin olusmasiyla gergeklestirilen geri doniisii
olmayan bir yontemdir. Islem, enzim molekiillerini ii¢ boyutlu capraz bagl kiimeli yapilara
doniistiirmek icin baglayici gorevi goren ¢ok islevli bir reaktifin yardimiyla gerceklesir
(Nguyen ve Kim, 2017). Immobilize enzim, reaksiyon karisiminda bulunur ve herhangi bir
destege bagl degildir. Capraz baglama immobilizasyonunda ¢apraz baglama enzim topaklari
(CLEA) ve ¢apraz baglama enzim kristalleri (CLEC) kullanim1 olmak iizere iki yaklagim
vardir. Capraz baglama ile immobilizasyon, enzimlerin gii¢lii kimyasal baglarla
baglanmasina dayanan basit bir yontemdir, bu nedenle enzim sizintisi minimumdur.
Yontemin bir bagka avantaji, dayanikliligi artirmaya yardimci olan yiizey tamamlayiciligi
yoluyla uygun kararli kilic1 ajanlar kullanarak ortami enzim i¢in ayarlama olasiligidir (Mateo
vd., 2004). Bununla birlikte, ¢apraz baglayici kullanimi ciddi enzim modifikasyonlarina
neden olabilir ve enzimde konformasyonel degisikliklere ve aktivite kaybina yol agabilir. Bu
nedenle, jelatin, sigir serum albiimini (BSA) gibi inert proteinler, enzimlerin bu siddetli
modifikasyonunu en aza indirmek i¢in immobilizasyon islemi sirasinda eklenebilir (Sheldon

vd., 2005).

2.3.4. Enkapsiilasyon teknigi

Enkapsiilasyon teknigi ile immobilizasyon, enzimlerin yar1 gecirgen zar bigimleri
icine sarilmastyla gerceklestirilir (Ariga vd, 1993; Grosova vd., 2008). Yiiksek molekiil
agirlikli proteinler veya enzimler kapsiilden disar1 ¢ikamaz veya kapsiil i¢ine giremez, ancak
kii¢iik substratlar ve {iriinler yar1 gegirgen zardan serbestge gecebilir. Caplart 10-100 um
araliginda olan mikrokapsiiller olusturmak i¢in naylon ve seliiloz nitrat gibi ¢ok sayida
malzeme kullanilmistir. Bu teknigin en biiyilkk dezavantajlarindan birisi difiizyon

problemidir (Lalonde ve Margolin, 2008; Tamer vd., 2016).
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2.3.5. Hapsetme teknigi

Hapsetme teknigi ile immobilizasyonda enzim dogrudan destek yiizeyine baglanmaz,
yalnizca substrat ve iirlinlerin gegisine izin veren ve sadece enzimi tutan bir polimerik ag
icinde tutulur. Bu nedenle enzim difiizyonu kisitlanir. Hapsetme teknigi ile immobilizasyon;
1) enzimin bir monomer veya polimer ¢ozeltisine (kriyojel onciil ¢ozeltisi) karistirilmast,
ardindan 2) kriyojel onciil ¢ozeltisinin bir kimyasal reaksiyon veya degisen deneysel
kosullarla kriyojelasyonu olmak iizere iki asamada gergeklesir (Nguyen ve Kim, 2017). Bir
enzim, bir polimer 6rgili ag1 i¢inde fiziksel olarak sinirlandirildigindan, enzim ile tasiyict
polimer kimyasal olarak etkilesime girmez. Bdylece yontem, enzim dayanikliligini
iyilestirebilir ve enzim sizintisin1 ve denatiirasyonunu en aza indirger. Yontemin bir bagka
avantaji, kullanilan matriksin optimal pH, polarite veya amfifiliklige sahip olacak sekilde
secilerek, enzim i¢in optimum kataliz kosullar1 saglanabilir. Bunlarin disinda, hapsetme
tekniginde polimerizasyon siiresinin uzamasi jel matris kalinligini arttirma egilimindedir.
Boylece substrat, enzimin aktif bolgesine ulagmak igin jel matrisinin derinliklerine

yayilmakta zorlanmasi bu yontemin en 6nemli dezavantajidir (Nguyen ve Kim, 2017).

2.4. Literatiirde enzim immobilize edilmis sistemler

Literatiirde immobilize edilmis enzimler; stereospesifik veya bolge spesifik
reaksiyonlar ile yararli bilesiklerin iiretimi, biyoteknolojik islemler ile enerji tiretimi,
cevresel problemlerin ¢éziimiinde kirliliklerin se¢imli aritilmasi, ¢esitli bilesiklerin yiiksek
duyarlilikta ve spesifiklikte analizi, yeni ilaglarin veya yapay organlarin iiretimi gibi birgok
uygulamada kullanmilmistir  (Ertirk ve Mattiasson, 2014). Literatiirde enzim
immobilizasyonu i¢in; manyetik polistren boncuklar (J. Wang vd., 2014) ve aktif komiir
(Rani vd., 2000) iizerine fiziksel adsorpsiyon, gluteraldehit ile aktiflestirilmis jelatin
(Tanriseven ve Olger, 2008) ve manyetik nanopartikiiller iizerine kovalent baglama (Gupta
vd., 2013), alginat (Svensson ve Ottesen, 1981) ve LentiKats® (Rebros vd., 2006) icine
hapsetme gibi yontemler ve ayni1 amagclar i¢in degisik matriksler kullanilmistir. Baz1 destek
malzemelerinin kullanilmas:t sonucu, siirekli reaksiyonlarda akis hizlarinin diisme

egiliminde olmasi ve basing diisiislerinin meydana gelmesi, bu malzemelerin verimliliginin
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cok az olmasi ve boyut kontroliiniin zor olmasi gibi baz1 dezavantajlar olusturmustur (Rebros
vd., 2006). Bu malzemelerin gézeneksiz yapilar olmalarindan dolayi1 kan gibi viskoz sivilarin
icerisinde kullanim potansiyelleri yoktur. Bu ylizden gozenekli yapida membran, monolit ve
kriyojel formunda yeni nesil polimerik malzemeler gelistirilerek bu malzemeler ile bu
sorunlarin istesinden gelmeye biiylik ilgi gosterilmistir (Ma ve Ramakrishna, 2008;
Thoemmes ve Kula, 1995). Son zamanlarda kriyojeller, ayirma ve saflagtirma, biyomedikal
ve biyokatalizor uygulamalarda kullanim potansiyelleri yiiksek yeni matriksler olarak kabul
edilmistir (Tennikova ve Reusch, 2005). Makro gézenekli yapidaki kriyojeller, ¢ok yiiksek
akista kullanilabilir ve geleneksel boncuk bazli malzemelerin aksine viskoz sivilarda basing
ylikselmelerine neden olmazlar (Arvidsson vd., 2003; Lozinsky, 2002; Lozinsky vd., 2003;
Tennikova ve Reusch, 2005).

Kriyojellerin enzim immobilizasyonunda, diger destek malzemelerine gore daha
etkili oldugu bildirilmistir (Aktas Uygun vd., 2015; Efremenko vd., 2016; Petrov vd., 2011;
Sahoo vd., 2013; Sheldon, 2007). Kriyojellerin makro gézenekli yapist substratin matrikse
kolayca yayilmasini saglar ve siiper makro gozeneklerinin i¢inde ¢ok miktarda baglanmis su
icerdigi i¢in hem sulu hem de sulu olmayan kosullarda enzimatik reaksiyonlarin

ilerleyebilmesi i¢in uygun ortam yaratabilmektedir (Belokon vd., 2000; Martinez vd., 2013).

Trametes versicolor'dan elde edilen lakkaz enzimi, glisidil metakrilat (GMA) ile
fonksiyonellestirilmis poliakrilamid-alginat (PAG) kriyojeli {izerinde immobilize edilmistir
(Yavaser ve Karagdzler, 2021). Lakkaz enzimi kovalent baglama teknigi ile immobilize
edilmis ve immobilizasyon sonunda 68,7+1,45 mg/g enzim immobilize edildigi
hesaplanmistir. Lakkaz enziminin PAG kriyojellerine immobilizasyonu sonucu sicaklik
degisimine kars1 direnci artarken, depolanma dayanikliligi ve tekrar kullanilabilirliginin
konusunda serbest enzimden daha yiiksek oldugu rapor edilmistir (Yavaser ve Karagdzler,

2021).

Bir bagka ¢alismada hazirlanan p(HEMA)/MOF/Au kompozit kriyojelleri igerisinde
tripsin enzimi immobilize edilmis ve sistem, serbest tripsin enzimine gore genis sicaklik (25—

65 °C) ve pH (6,0-10,0) araliginda daha yiiksek aktivite gostermistir (Zhao vd., 2019).
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Yiiksek aktivite ile 8 kez tekrar kullanilabilirlik saglayan tripsin immobilize edilmis kriyojel,
4 hafta depolama sonunda bile %80°den fazla aktivite gdstermistir (Zhao vd., 2019).

Grafen iceren kitosan gozenekli kriyojel platformu iizerinde iirikaz’in immobilize
edilmesi ile hazirlanan sistem {irik asit i¢in amperometrik bir sensor olarak kullanilmistir
(Jirakunakorn vd., 2020). Hazirlanan sistem 2,5 pmol L™ (S/N = 3) belirleme limiti ile
0,0025 ve 0,40 mmol L' arasinda dogrusal bir aralik gdstermistir. Hazirlanan enzim
immobilize edilmis kriyojel sistemi 175 defa tekrar kullanimi saglayan miikemmel bir

dayaniklilig1 saglamistir (Jirakunakorn vd., 2020).

Poli(metil metakrilat-glisidil metakrilat) (PoliMMA-GMA)) kriyojeller, radikal
kriyopolimerizasyon teknigi ile sentezlenmis epoksi kimyas1 kullanilarak amiloglukozidazin
kriyojel yilizeyine immobilizasyonu i¢in kullanilmistir (Uygun vd., 2015). Sistemin pH ve
sicaklik profilleri incelendiginde ve immobilizasyon ile enzimin optimum pH degerinin (pH
5,0) degismedigi, immobilizasyondan sonra enzimin optimum sicakliginin 10 °C daha sicak
bolgeye kaydigi tespit edilmistir. Ayrica immobilize amiloglukozidazin saklama ve

operasyonel kararliliklarinin serbest enzime gore ¢ok daha iyi oldugu gosterilmistir.

Bir bagka ¢alismada, p(AAm) kriyojel {izerine peroksidaz immobilizasyonu yapilmis
ve bu enzim modifiyeli kriyojellerin fenolik bilesiklerin uzaklagtirilmasi icin
kullanilabilirligi arastirilmistir (Akpinar vd., 2020). Hazirlanan p(AAm) kriyojellerine
kovalent baglama teknigi ile peroksidaz enzimi immobilize edilmistir. P(AAm) kriyojeline
maksimum peroksidaz yiiklemesi 127,3 mg/g kriyojel olarak bulunmustur. Son olarak,
peroksidaz immobilize edilmis p(AAm) kriyojelinin fenolik bilesikleri uzaklastirma
etkinligi, fenol, bisfenol A, guaiakol, pirogallol ve katekol gibi model fenolikler i¢in

incelenmis ve ¢ok yiiksek fenolik giderim verimi gézlenmistir (Akpinar vd., 2020).

N,N'-metilenbisakrilamid capraz bagli 2-hidroksietil metakrilat ve glutaraldehit
capraz baglh kitosan'in kriyojelasyonuyla elde edilen i¢ ice gecen bir ag lizerine papain
enzimi immobilize edilmistir (Yavager ve Karagozler, 2020). Kovalent baglama teknigi ile

kriyojel ilizerine immobilize edilen papain miktar1 15,242,5 mg/g kriyojel olarak
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hesaplanmis ve yeniden kullanilabilirlik ve saklama siireleri yoniinden serbest papain
enzimine gore dayanikliligin arttig1 gézlenmistir. Papain enzimi immobilize edilmis kriyojel
sisteminin etkinligi, enzimin endiistriyel bir kullanimi olarak elma suyu berraklastirma

caligmasi ile gosterilmistir (Yavaser ve Karagozler, 2020).

Farkli miktarlarda glisidil metakrilat iceren poli(2-hidroksietil metakrilat-glisidil
metakrilat) (poliHEMA-GMA)) kriyojellerinin i¢ine katalaz enzimi adsorpsiyon teknigi ile
immobilize edilmis ve 298,7+9,9 mg/g katalaz adsorpsiyon kapasitesi elde edilmistir (Erol
vd., 2019). Immobilize enzimin Ve de@eri serbest enzime gére 4 kat azalirken, K
degerlerinin karsilastirilmast durumunda immobilize enzimin substrata afinitesi 1,94 kat

artmistir (Erol vd., 2019).

Bir bagka ¢alismada, konkanavalin A (Con A)-bagli poli(etilen glikol dimetakrilat)
[poli(EGDMA)] kriyojelleri iniilinazin immobilizasyonu i¢in kullanilmistir (Altunbas vd.,
2013). immobilizasyon adsorpsiyon yontemi ile gerceklestirilmis ve sistemin siirekli
sistemlerde yiiksek fruktozlu surubun hazirlanmasi icin etkili bir sekilde kullanilabildigi

rapor edilmistir.
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan malzemeler

Bu tez kapsaminda sentetik kriyojellerin sentezi i¢in monomer olarak 2-hidroksi etil
metakrilat (HEMA, %99, Sigma-Aldrich), akrilamit (AAm, %98, Acros), 2-akrilamido-2-
metil-1-propan siilfonik asit sodyum tuzu (AMPS, suda %50, Sigma-Aldrich) ve 3-
akrilamidopropiltrimetil amonyum kloriir (APTMACI, 75 suda %, Sigma-Aldrich), N-
izopropilakrilamid (%98, Sigma Aldrich) monomerler olarak, N,N'-Metilenbisakrilamid
(MBA, %99, Acros) ¢apraz baglayici olarak, potasyum persiilfat (KPS, %99, Sigma-
Aldrich) baglatici olarak ve N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin (TEMED, %98 Acros)
hizlandirici olarak kullanilmistir. Bunlarin yan1 sira dallanmis zincir yapisindaki
polietilenimin (PEI, suda agirlik¢a %50 ¢ozelti, Mn: 1800, d:1.08, Sigma Aldrich) ve gliserol
diglisidil eter (GDE, < %100, Sigma Aldrich) PEI kriyojellerinin sentezinde kullanilmistir.
Dogal polimerler olan karboksimetil selilloz sodyum tuzu (CMC, Mw~250.000,
substitiisyon derecesi: 1,2, Aldrich) ve dekstran (Leuconostoc spp'den, 15-25 kg/mol’!,
Sigma Aldrich) kriyojellerinin sentezi i¢in divinil siilfon (DVS, %98, Merck) capraz
baglayici olarak kullanilmistir. Saccharomyces cerevisiae'den elde edilen a-Glikozidaz
enzimi (a-Glu, 100 Birim/mg protein, Sigma Aldrich) ve Ureaz enzimi (Jack Beans’den,
Fisher Chemical) kriyojel igerisine immobilize edilecek model enzimler olarak
kullanilmustir. Serbest ve immobilize edilmis a-Glu ve Ureaz enzimleri igin substrat olarak
sirastyla 4-nitrofenil-a-D-glukopiranozid (p-NPG, %99, Acros) ve iire (%99, Merck)
kullanilmustir. Yine kullanilan a-Glu ve Ureaz enzimleri icin sirasiyla L-Glutatyon (%98,
Aldrich) ve bovin serum albumin (liyofilize edilmis toz, %96, Sigma Aldrich) kofaktor
olarak kullanilmistir. Tampon c¢ozeltilerin hazirlanmasi i¢in potasyum fosfat monobazik
(%98-100,5, Sigma Aldrich), sodyum fosfat monobazik (%99, Sigma Aldrich), sodyum
hidroksit (NaOH, %99,9, VWR Chemicals) ve hidroklorik asit (HCI, %36,5, Sigma Aldrich)
kullanilmistir. a-Glu enzim reaksiyonlarinin sonlandirilmasi i¢in sodyum karbonat (Na2COs,
%99, Merck) ve deaktivasyon g¢alismalar1 i¢in ajan olarak rosmarinik asit (RA, %96,
Aldrich) kullanilmistir. Ureaz enzim aktivitesinin hesaplanmasi icin kullanilan titrimetrik

metot i¢in indikator olarak 4-nitrofenol (4-NP, 99%, Acros) kullanilmistir. Tez ¢alismasi
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kapsaminda cozeltilerin hazirlanmasi i¢in ultra saf su (18,3 MQ, Direct Q3, Millipore)

kullanilmistir.

3.2. Siiper makro gozenekli kriyojel ve enzim immobilize edilmis Kkriyojel

yapilarinin sentezi

Stiper makro gozenekli kriyojellerin sentezi kriyojenik sartlar diye tabir edilen ve
kullanilan ¢6ziicliniin donma noktasi altindaki sicakliklarda gergeklestirilen kriyojelasyon
yontemi ile yapilmistir. Sentetik monomerler olan HEMA, AAm, AMPS, APTMACI,
NIPAM, dallanmis yapida sentetik bir polimer olan PEI ve dogal polimerler olan CMC ve
Dekstran kullanilarak kriyojenik sartlarda ilgili kriyojeller sentezlenmis ve sentez sirasinda
bu kriyojeller igerisine model enzimler immobilize edilmistir. Kriyojel ve enzim immobilize

edilmis enzim@kriyojel sistemlerinin sentezine ait detaylar asagida verilmistir.

3.2.1. Sentetik kriyojel ve enzim@JKkriyojel sistemlerinin sentezi

Sentetik monomerlerden sentezlen notral p(HEMA) ve p(AAm), anyonik p(AMPS),
katyonik p(APTMACI), p(Amfoter), sicaklik duyarli akilli p(NIPAM), dallanmis zincir
yapisindaki PEI kriyojelleri ve bunlarin enzim immobilize edilmis formlar1 asagida detaylari

verildigi sekilde sentezlenmistir.

P(HEMA) ve o-Glu@p(HEMA) kriyojelleri

P(HEMA) kriyojellerinin sentezi, literatiirde daha Once bildirilen ¢alisma takip
edilerek gerceklestirilmistir (Seven ve Sahiner, 2014b). Kisaca, 0,48 mL HEMA monomeri
ve bu monomere gore molce %10’luk MBA 6,02 mL su ile bir viyalde karistirilmistir.
Capraz baglayici olarak kullanilan MBA ¢6ziindiikten sonra karigima hizlandirici olarak 50
pL TEMED ilave edilmis ve 500 rpm karistirma hizinda 1 dk karistirilip sogutulmak tizere
-20 °C'deki derin dondurucuya yerlestirilmistir. Daha sonra, kriyojel onciil karigimina 0,015
g/mL konsantrasyonda 1 mL sogutulmus KPS bagslatici ¢ozeltisi ilave edilip hizlica
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vortekslendikten sonra ve 0,8 cm ¢apindaki plastik pipetlere yerlestirilerek -20 °C’deki derin
dondurucuya konulmustur. Pipetler 16 saat boyunca -20 °C’deki derin dondurucuda siiper
makro gozenekli p(HEMA) kriyojellerinin sentezlenmesi igin gerceklesmesi gereken

kriyojelasyon i¢in bekletilmistir.

a-Glu enzimi immobilize edilmis p(HEMA) kriyojellerinin (a-Glu@p(HEMA))
sentezi, yukarida bahsedilen sentez yontemine benzer sekilde hazirlanmistir. Enzim ¢ozeltisi
olarak hacimce 1:1 olacak sekilde 0,15 mg/mL konsantrasyondaki a-Glu sulu ¢6zeltisi ile 3
mM Glutatyon sulu ¢ozeltisi karigtirtlmistir. Ay bir viyalde, ¢ozeltinin toplam hacmi 6,5
mL'ye tamamlanmadan 6nce HEMA ve MBA iceren viyale sirastyla 0,48, 0,96 ve 1,92 mL
miktarlarinda a-Glu-Glutatyon ¢ozeltisi eklenmistir. MBA ¢apraz baglayicist ¢oziildiikten
sonra bu karigima 50 uL TEMED eklenmis ve karisim sogutma amaciyla -20 °C’deki derin
dondurucuya yerlestirilmistir. Daha sonra bu karigima 1 mL, 0,015 g/mL derisimdeki KPS
cozeltisi ilave edilmis ve hizlica vortekslendikten sonra plastik pipetlere doldurularak

kriyojelasyon i¢in 16 saat -20 °C’deki derin dondurucuda tutulmustur.

Hazirlanan p(HEMA) ve a-Glu@p(HEMA) kriyojelleri benzer sekil ve boyutlarda
kesilmis ve 3 kez cift damitilmis su ile yikandiktan sonra dondurarak kurutma teknigi ile
liyafilizatdrde (-86 °C, Christ, Alpha 2-4 LSC) kurutulmustur. Daha sonra kriyojeller
karakterizasyon ve ileriki ¢alismalar i¢in -20 °C'deki bir derin dondurucuda kilitli torbalarda
saklanmigtir. Sirasiyla 0,48, 0,96 ve 1,92 mL a-Glu enzim ¢6zeltileri kullanilarak hazirlanan
a-Glu@p(HEMA)  kriyojelleri  o-Glu@p(HEMA)-1, o-Glu@p(HEMA)-2 ve o-
Glu@p(HEMA)-3 olarak isimlendirilmistir.

P(AAm) ve a-Glu@p(AAm) Kriyojelleri

P(AAm) kriyojellerinin sentezi literatiirde daha once rapor edilmis calisma takip
edilerek yapilmistir (Sahiner ve Demirci, 2016). Kisaca, 0,5 g AAm monomeri ve monomer
gore molce %6,4°liik MBA bir viyal i¢inde 6,5 mL su ile ¢oziilmiistiir ve bu karigima 50 puL.
TEMED eklenerek vortekslenmis ve sogumasi i¢in -20 °C’deki derin dondurucuya

yerlestirilmistir. Bagka bir viyalde, kullanilan AAm monomerine gére molce %1°lik KPS
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cozeltisi hazirlanmis ve sogumasi i¢in derin dondurucuya yerlestirilmistir. Daha sonra, KPS
cozeltisinden 1 mL alinarak kriyojel onciil ¢ozeltisinin igerisine eklenmis ve hizlica
vortekslenip, pipetlendikten sonra kriyojelasyon ic¢in -20 °C’deki derin dondurucuya

yerlestirilerek 16 saat bekletilmistir.

a-Glu enzimi immobilize edilmis p(AAm) kriyojellerinin (a-Glu@p(AAm)) sentezi,
yukarida bahsedilen sentez yontemine benzer sekilde hazirlanmistir. Enzim ¢ozeltisi olarak
hacimce 1:1 olacak sekilde 0,15 mg/mL konsantrasyondaki a-Glu sulu ¢ozeltisi ile 3 mM
Glutatyon sulu ¢ozeltisi karigtirllmistir. Bu ¢ozeltiden, 1, 2 ve 4 mL kriyojel sentezi i¢in
kullanilmasi gereken su ile degistirilmistir. Kisaca, 0,5 g AAm monomer, her biri 5.5, 4.5 ve
2.5 mL su igeren viyallere yerlestirilmistir. Daha sonra, her bir siseye ¢apraz baglayici olarak
0,0859 g MBA ve hizlandiric1 olarak 50 plL. TEMED ilave edilmistir. Sonrasinda, bu
karigimlara bahsedildigi gibi 1, 2 ve 4 mL hazirlanmis olan a-Glu-Glutatyon enzim
cozeltileri eklenmis ve oda sicakliginda 500 rpm'de 15 dakika karistirilmistir. Enzim ve
kriyojel Onciillerini igeren ¢dzelti sogumast i¢in -20 °C'deki derin dondurucuya
yerlestirilmistir. Baska bir viyalde hazirlanmis olan monomere gore molce %1°lik KPS
cozeltisinden 1 mL, enzim-kriyojel onciil ¢ozeltilerine ayr1 ayri ilave edildikten sonra hizli
bir sekilde vortekslenip 8 mm c¢apindaki plastik pipetlere yerlestirilmistir. Pipetler -20
°C'deki derin dondurucuda kriyojelasyon i¢in 20 saat bekletilmistir.

Hazirlanan p(AAm) ve a-Glu@p(AAm) kriyojelleri benzer sekil ve boyutlarda
kesilmis ve 3 kez c¢ift damitilmis su ile yikandiktan sonra dondurarak kurutulmustur. Daha
sonra kriyojeller karakterizasyon ve ileriki ¢alismalar i¢in -20 °C'deki bir derin dondurucuda
kilitli torbalarda saklanmistir. Sirasiyla 1, 2 ve 4 mL enzim ¢dzeltileri kullanilarak hazirlanan
a-Glu@p(AAm) kriyojelleri a-Glu@p(AAm)-1, a-Glu@p(AAm)-2 ve a-Glu@p(AAm)-3

olarak isimlendirilmistir.

P(AMPS) ve a-Glu@p(AMPS) kriyojelleri

P(AMPS) kriyojellerinin hazirlanmas: literatiirde rapor edilen caligmaya gore

yapilmistir (Sahiner ve Demirci, 2016). Kisaca, 0,78 mL sulu AMPS ¢ozeltisi (agirlikca
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%50) ve %8,8 w/v MBA 5,22 mL su i¢inde ¢oziilmiistiir. Bu ¢6zelti i¢cine 50 pL TEMED
eklenerek vortekslenmis ve sogumasi i¢in -20 °C’deki derin dondurucuya yerlestirilmistir.
Ayr1 olarak, monomere gore molce %1 olan 0,0054 g/mL konsantrasyondaki KPS ¢ozeltisi
3 dk derin dondurucuda sogutulmustur. Son olarak bu baslatic1 ¢6zeltisinden 1 mL alinarak,
sogutulmus monomer ¢ozeltisine eklenmis ve daha sonra bu karisim 8§ mm ¢apindaki plastik
pipetlere yerlestirilmistir. Daha sonra pipetler kriyojelasyon i¢in 20 saat -20°C'deki derin

dondurucuya yerlestirilmistir.

a-Glu enzimi immobilize edilmis p(AMPS) kriyojellerin (a-Glu@p(AMPS))
hazirlanmasi, yukarida bahsedilen sentez yontemine benzer sekilde yapilmistir. Enzim
cozeltisi olarak hacimce 1:1 olacak sekilde 0,15 mg/mL konsantrasyondaki a-Glu sulu
cozeltisi ile 3 mM Glutatyon sulu ¢ozeltisi karistirilmistir. a-Glu@p(AMPS) kriyojelleri,
kriyojel hazirlarken kullanilan suyun 0,9, 1,8 ve 3,6 mL’si hazirlanmis olan a-Glu-Glutatyon
cozeltileri ile degistirilerek enzim-kriyojel onciil ¢ozeltisi sogumasi i¢in derin dondurucuya
yerlestirilmistir. Ayr1 olarak, su i¢inde monomere gore molce %1°lik olacak sekilde 0,0054
g/mL konsantrasyonunda hazirlanan baglatict KPS c¢ozeltisi, 1 mL sogutulmus enzim-
kriyojel onciil ¢ozeltisi ile karistirilmis ve daha sonra bu karisimlar 8 mm capindaki plastik
pipetlere yerlestirilmistir. Son olarak, pipetler kriyojelasyon i¢in 20 saat boyunca -20 °C'deki

derin dondurucuda tutulmustur.

Hazirlanan p(AMPS) ve a-Glu@p(AMPS) kriyojelleri benzer sekil ve boyutlarda
kesilmis ve 3 kez cift damitilmis su ile yikandiktan sonra dondurarak kurutucuda
kurutulmustur. Daha sonra kriyojeller karakterizasyon ve ileriki ¢aligmalar i¢in -20 °C'deki
bir derin dondurucuda kilitli torbalarda saklanmistir. Sirasiyla 0,9, 1,8 ve 3,6 mL enzim
cozeltileri kullanilarak hazirlanan o-Glu@p(AMPS) kriyojelleri a-Glu@p(AMPS)-1, a-
Glu@p(AMPS)-2 ve a-Glu@p(AMPS)-3 olarak isimlendirilmistir.

P(APTMACI) ve a-Glu@p(APTMACI) kriyojelleri

P(APTMAUCI) kriyojelleri literatiire gore sentezlenmistir (Sahiner ve Demirci, 2016).
Buna gore, katyonik APTMACI monomerinin 0,832 g’1 ve %16,5 w/v MBA, 5,5 mL suda
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coziilmistiir. Bu ¢ozeltiye 50 uL TEMED eklenerek vortekslenmis ve sogumasi icin -20
°C’deki derin dondurucuya konulmustur. Ayri bir viyalde, monomere gére molce %1 KPS
cozeltisi 0,0083 g/mL olacak sekilde hazirlanmis ve bu ¢dzelti de sogumaya birakilmistir.
Daha sonra baslatict ¢ozeltisinin 1 mL’si monomer ¢ozeltisine eklenmis hizlica
karistirildiktan sonra 8 mm ¢apindaki pipetlere konularak 20 saat boyunca kriyojelasyon i¢in

-20 °C’de bekletilmistir.

a-Glu immobilize edilmis p(APTMACI) kriyojellerinin (a-Glu@p(APTMACI)
sentezi, yukarida bahsedilen sentez yontemine benzer sekilde yapilmistir. Enzim ¢ozeltisi
olarak hacimce 1:1 olacak sekilde 0,15 mg/mL konsantrasyondaki a-Glu sulu ¢ozeltisi ile 3
mM Glutatyon sulu ¢ozeltisi karistirllmistir. Bagka bir viyalde monomer olarak 1 mL
APTMACI ¢ozeltisi (su iginde %75), capraz baglayici olarak 0,0842 g MBA, hizlandirict
olarak 50 uL TEMED ve 1,5, 3 ve 6 mL a-Glu-glutatyon ¢ozeltileri karistirilmistir. Daha
sonra enzim-kriyojel onciil ¢ozeltilerinin hacmi su ile 6 mL'ye tamamlanmis ve oda
sicakliginda 15 dk karistirilmistir. Ayn1 zamanda bagka bir viyalde 0,0083 g/mL
konsantrasyonda baglatici olarak kullanilan monomer gore molce %]1°lik KPS ¢ozeltisi
hazirlanmis ve iki ¢ozelti de derin dondurucuda -20 °C'de sogutulmustur. Bunu takiben, 1
mL baglatici ¢ozeltisi, enzim-kriyojel onciil ¢dzeltisine eklenmis ve vortekslendikten sonra
hizlica pipetlenerek, kriyojelasyon i¢in -20 °C’deki derin dondurucuya konulmus ve burada

20 saat bekletilmistir.

Hazirlanan P(APTMACI]) ve o-Glu@p(APTMACI) kriyojelleri benzer sekil ve
boyutlarda kesilmis ve 3 kez ¢ift damitilmis su ile yikandiktan sonra dondurarak kurutucuda
kurutulmustur. Daha sonra kriyojeller karakterizasyon ve ileriki ¢aligmalar i¢in -20 °C'deki
bir derin dondurucuda kilitli torbalarda saklanmistir. Sirasiyla 1,5, 3 ve 6 mL enzim
cozeltileri kullanilarak hazirlanan a-Glu@p(APTMACI) kriyojelleri a-Glu@p(APTMACI)-
1, a-Glu@p(APTMACI)-2 ve a-Glu@p(APTMACI)-3 olarak isimlendirilmistir.
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P(Amfoter) ve a-Glu@p(Amfoter) kriyojelleri

P(Amfoter) kriyojeller, literatiirde belirtilen yonetmeler modifiye edilerek kriyojenik
kosullar altinda sentezlenmistir (Sahiner ve Demirci, 2016). Kisaca, %50 su i¢inde 0,78 mL
AMPS ¢ozeltisi ve %75 su igcinde 0,5 mL APTMACI ¢6zeltisi (1:1 mol orani) bir viyal iginde
karistirilmis ve %10,6 w/v ¢apraz baglayict MBA eklendikten sonra toplam hacim su ile 5,5
mL'ye tamamlanmistir. Karigima hizlandirici olarak 50 uL. TEMED ilave edilmis ve karigim
MBA tamamen ¢6ziinene kadar 500 rpm'de karistirildiktan sonra sogumasi i¢in -20 °C’deki
bir derin dondurucuya konulmustur. Bagka bir viyalde, monomerlerin toplam moliine gore
%1’lik KPS c¢ozeltisi hazirlanmis ve bu ¢ozelti de sogumaya birakilmistir. Son olarak
sogutulmus olan baslatici ¢ozeltisinden 1 mL alinarak kriyojel onctil ¢ozeltisine eklenmis ve
hizlica karistirilip pipetlendikten sonra kriyojelasyonun gerceklesmesi i¢in -20 °C’deki derin

dondurucuda 20 saat bekletilmistir.

a-Glu immobilize edilmis p(Amfoter) kriyojeller (o-Glu@p(Amfoter) enzim
icermeyen p(Amfoter) kriyojellerin sentezi i¢in kullanilan yonteme benzer sekilde
sentezlenmistir. Enzim c¢ozeltisi olarak hacimce 1:1 olacak sekilde 0,15 mg/mL
konsantrasyondaki a-Glu sulu ¢ozeltisi ile 3 mM Glutatyon sulu ¢ozeltisi karigtirilmistir.
Ardindan sentez i¢in kullanilan suyun 1, 2 ve 4 mL’si o-Glu-Glutatyon g¢ozeltileri ile
degistirilerek a-Glu@p(Amfoter) kriyojel sistemleri hazirlanmistir. Kriyojel 0Onciil

cozeltilerinin toplam hacmi 5,5 mL'dir.

Hazirlanan p(Amfoter) ve a-Glu@p(Amfoter) kriyojelleri benzer sekil ve boyutlarda
kesilmis ve 3 kez ¢ift damitilmis su ile yikandiktan sonra dondurarak kurutulmustur. Daha
sonra kriyojeller karakterizasyon ve ileriki ¢alismalar i¢in -20 °C'deki bir derin dondurucuda
kilitli torbalarda saklanmistir. Sirasiyla 1, 2 ve 4 mL enzim ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan
a-Glu@p(Amfoter) kriyojelleri a-Glu@p(Amfoter)-1, a-Glu@p(Amfoter)-2 ve a-
Glu@p(Amfoter)-3 olarak isimlendirilmistir.
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P(NIPAM) ve a-Glu@p(NIPAM) kriyojelleri

P(NIPAM) kriyojelleri, daha oOnce rapor edilen c¢aligma takip edilerek bazi
modifikasyonlarla sentezlenmistir (Sahiner, 2018). Kisaca, 7,5 mmol NIPAM monomeri ve
1,1 mmol MBA tartilarak 12 mL su i¢inde ¢6ziilmiis ve bu ¢bzeltiye hizlandirict olarak 100
pL TEMED ekledikten sonra 500 rpm karistirma hizinda 10 dakika karistirilmistir. Baska
bir viyalde, baslatici olarak kullanilacak olan monomere goére molce %1’lik KPS ¢ozeltisi
hazirlanmis ve kriyojel onciillerini iceren ¢ozelti ile sogumasi i¢in -20 °C’deki derin
dondurucuya konulmustur. Daha sonra, sogutulmus baslatic1 ¢ozeltisinden 1 mL alinarak
kriyojel onciil ¢ozeltisine eklenmis ve hizli bir sekilde karistirilmis ve pipetlenerek -20
°C’deki derin dondurucuya yerlestirilmistir. Kriyojelasyon i¢in pipetler 20 saat -20 °C’de
bekletilmistir.

a-Glu immobilize edilmis p(NIPAM) kriyojelleri (a-Glu@p(NIPAM)) de yukarida
aciklanan yontem kullanilarak hazirlanmistir. Enzim ¢ozeltisi olarak hacimce 1:1 olacak
sekilde 0,15 mg/mL konsantrasyondaki o-Glu sulu ¢ozeltisi ile 3 mM Glutatyon sulu
cozeltisi karistirilmistir. Ayri bir viyalde p(NIPAM) kriyojellerinin sentezi i¢in kullanilan 12
mL suyun 2, 4 ve 8§ mL a-Glu-Glutatyon ¢ozeltisi ile degistirilmistir. Benzer sekilde MBA,
TEMED c¢ozeltileri, yukarida bahsedilen p(NIPAM) kriyojel sentez yontemindeki gibi

hazirlanmistir.

Hazirlanan p(NIPAM) ve a-Glu@p(NIPAM) kriyojelleri benzer sekil ve boyutlarda
kesilmis ve 3 kez ¢ift damitilmis su ile yikandiktan sonra dondurarak kurutulmustur. Daha
sonra kriyojeller karakterizasyon ve ileriki ¢alismalar i¢in -20 °C'deki bir derin dondurucuda
kilitli torbalarda saklanmistir. Sirasiyla 2, 4 ve 8 mL enzim ¢6zeltileri kullanilarak hazirlanan
a-Glu@p(NIPAM) kriyojelleri  a-Glu@p(NIPAM)-1, o-Glu@p(NIPAM)-2 ve o-
Glu@p(NIPAM)-3 olarak isimlendirilmistir.
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PEI ve Ureaz@PEI kriyojellerinin sentezi

PEI kriyojellerinin sentezi literatiire gore bazi modifikasyonlar (Sahiner ve Demirci,
2016) 1ile gergeklestirilmistir. Literatiirde PEI kriyojellerinin  sentezi su ig¢inde
gerceklestirilirken, burada PEI kriyojellerinin sentezi pH 7,0’a ayarlanmis 20 mM sodyum
fosfat tamponunda gerceklestirilmistir. Kisaca, 9 mL sodyum fosfat tampon (pH 7,0)
cozeltisine 1 mL PEI (%50 sulu ¢ozeltisi) ilave edilmistir. Daha sonra ¢ozelti -20 °C'deki
derin dondurucuya yerlestirilerek sogutulmus ve hemen ardindan bu ¢ozeltiye 400 u. GDE
ilave edilerek 1 dakika hizli bir sekilde vortekslendikten sonra 8 mm c¢apindaki plastik
pipetlere yerlestirilmistir. Plastik pipetler kriyojelasyon islemi i¢in hizli bir sekilde -20

°C'deki derin dondurucuya yerlestirilmis ve 20 saat bekletilmistir.

Ureaz enzimi immobilize edilmis PEI kriyojelleri (Ureaz@PEI) PEI kriyojellerinin
sentezindeki gibi gerceklestirilmistir. Burada, 6,25 mg/mL konsantrasyonunda 20 mM pH
7,0 fosfat tamponu igerisinde hazirlanmis olan Ureaz enzim ¢ozeltisinden sirasiyla 2,25, 4,5
ve 9 mL alinarak yine pH 7,0 fosfat tamponu ¢ozeltisi ile 9 mL’ye tamamlandiktan sonra
iizerlerine 1’er mL PEI ¢ozeltisi eklenmis ve 5 dakika karistirildiktan sonra -20 °C’deki derin
dondurucuda sogutulmustur. Sonrasinda yine PED’in tekrar eden birimine gére molce %100
olacak sekilde 400 uL GDE c¢apraz baglayicist eklenip, 1 dakika hizli bir sekilde
vortekslendikten sonra 8 mm capindaki plastik pipetlere yerlestirilmistir. Plastik pipetler
kriyojelasyon islemi i¢in hizli bir sekilde -20 °C'deki derin dondurucuya yerlestirilmis ve 20

saat bekletilmistir.

Hazirlanan PEI ve Ureaz@PEI kriyojelleri benzer sekil ve boyutlarda kesilmis ve 3
kez su ile yikandiktan sonra dondurarak kurutucuda kurutulmustur. Daha sonra kriyojeller
karakterizasyon ve ileriki ¢alismalar i¢in -20 °C'deki bir derin dondurucuda kilitli torbalarda
saklanmistir. Sirasiyla, 2,25, 4,5 ve 9 mL enzim ¢ozeltileri kullanilarak hazirlanan
Ureaz@PEI kriyojelleri Ureaz@PEI-1, Ureaz@PEI-2 ve Ureaz@PEI-3 olarak

isimlendirilmistir.
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3.2.2. Dogal polimer kriyojel ve enzim@Jkriyojel sistemlerinin sentezi

Dogal polimer kriyojellerinin sentezlenmesi i¢in molekiil agirlhigit 250 kDa ve
siibstitiiye oran1 1,2 olan CMC ve molekiil agirhigi 15-25 kDa olan dekstran dogal polimeri

kullanilmistir. Kriyojellerin sentezine ait detaylar agagida verilmistir.

CMC ve Ureaz@CMC kriyojellerinin sentezi

CMC kriyojel sentezi literatiirde daha once bildirilen g¢alisma takip edilerek
yapilmigtir (Saniner vd., 2020). Buna gore, 0,2 g CMC, ortam sicakliginda 3 saat boyunca
500 rpm sabit karistirma hizi altinda 6 mL 0,2 M NaOH i¢inde ¢6ziinmiis ve sogumast i¢in
-20 °C’deki bir dondurucuda bekletilmistir. Daha sonra, CMC’nin tekrar eden birimine gore
(C22H26022) molce %100 oraninda DV capraz baglayicisi eklenmis ve hizlica pipetlenerek
(8 mm ¢ap), kriyojelasyon i¢in 20 saat boyunca -20 °C'deki bir dondurucuda bekletilmistir.

Ureaz enzimi immobilize edilme CMC kriyojelleri (Ureaz@CMC) CMC
kriyojellerinin sentezindeki gibi gerceklestirilmistir. Burada, 0,2 g CMC’nin ¢6ziindigli 6
mL 0,2 M NaOH ¢ozeltisi i¢ine 5 mg Ureaz enzimi eklenmis ve 5 dk karistirildiktan sonra
sogumasi i¢in -20 °C’deki derin dondurucuya konulmustur. Daha sonra sogumus ¢ozeltinin
tizerine CMC’nin tekrar eden birimine gére molce %100 DVS ¢apraz baglayicisi eklenip,

pipetlenerek kriyojelasyon i¢in -20 °C’deki derin dondurucuda 20 saat bekletilmistir.

Hazirlanan CMC ve Ureaz@CMC kriyojelleri benzer sekil ve boyutlarda kesilmis ve
3 kez su ile yikandiktan sonra dondurarak kurutucuda kurutulmustur. Daha sonra kriyojeller
karakterizasyon ve ileriki ¢alismalar i¢in -20 °C'deki bir derin dondurucuda kilitli torbalarda

saklanmustir.
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Dekstran ve Ureaz@Dekstran kriyojellerinin sentezi

Dekstran kriyojelleri, daha 6nce bildirilen ¢alisma takip edilerek kriyojenik kosullar
altinda hazirlanmistir (Ari vd., 2020). Kisaca, 15-25 kDa molekiil agirligina sahip Dekstran
dogal polimerinden 0,3 g tartilarak 6 mL 0,2 M NaOH ¢ozeltisi i¢inde 500 rpm karistirma
hizinda karigtirilarak ¢oziinmiistiir. Cozelti -20 °C'deki derin dondurucuda sogutulduktan
sonra dekstran dogal polimerinin tekrar eden birimine gore (Ci2H22011) molce %40 DVS
eklenmis ve hizlica karistirildiktan sonra pipetlenerek, kriyojelasyonun gerceklesmesi igin -

20 °C’deki derin dondurucuda 20 saat bekletilmistir.

Ureaz enzimi immobilize edilmis Dekstran kriyojelleri (Ureaz@Dekstran) Dekstran
kriyojellerinin sentezindeki gibi gergeklestirilmistir. Burada, 0,3 g Dekstran’in ¢6ziindiigii 6
mL 0,2 M NaOH ¢ézeltisi i¢ine 5 mg Ureaz enzimi eklenmis ve 5 dk karistirildiktan sonra
sogumasi i¢in -20 °C’deki derin dondurucuya konulmustur. Daha sonra sogumus ¢dzeltinin
tizerine CMC’nin tekrar eden birimine gore molce %40 DVS ¢apraz baglayicisi eklenip,

pipetlenerek kriyojelasyon i¢in -20 °C’deki derin dondurucuda 20 saat bekletilmistir.

Hazirlanan Dekstran ve Ureaz@Dekstran kriyojelleri benzer sekil ve boyutlarda
kesilmis ve 3 kez su ile yikandiktan sonra dondurarak kurutucuda kurutulmustur. Daha sonra
kriyojeller karakterizasyon ve ileriki ¢aligmalar i¢in -20 °C'deki bir derin dondurucuda kilitli

torbalarda saklanmustir.

3.3. Karakterizasyon

Kriyojeller ve enzim@kriyojel sistemlerinin taramali elektron mikroskobu (SEM)
goriintiileri (QUANTA 400F Alan Emisyon SEM ve Regulus 8230, Hitachi) birka¢ nm altin

kaplandiktan sonra ve 20 kV ¢aligma gerilimi uygulanarak alinmistir.
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Kriyojeller ve enzim@kriyojel sistemlerinin Fourier Doniistimlii Kizilotesi Isimali
(FT-IR, Spectrum, Perkin Elmer) spektrumlari, ATR ydntemi kullamlarak 4000-650 cm'

dalga sayis1 arasinda 4 cm™! ¢dziiniirliik aralig1 ve 4 tekrarl tarama ile kaydedilmistir.

Kriyojeller ve enzim@kriyojel sistemlerinin termal kararlilik ve bozunma
davraniglari, termogravimetrik analizoér (TGA, Seiko, SII 6300, Exstar) kullanilarak
aragtirtlmistir. Yaklasik 3-5 mg agirligindaki kriyojeller TGA kefesine yerlestirilmis ve 200
mL/dk azot gazi akis1 ve 10 °C/dk 1sitma altinda 750 °C'ye kadar 1sitilmistir.

Kriyojeller ve enzim@kriyojel sistemlerinin %gsisme, %gozenekliligi, %gozenek
hacmi ve %jel verimi, asagida verilen ve ¢ok iyi bilinen denklemler olan Denklem 3.1, 3.2,

3.3 ve 3.4 kullanilarak hesaplanmistir (Plieva vd., 2005; Tripathi & Melo, 2015);

%Sisme = (ms - md) / ma x 100 (3.1)
%Go0zeneklilik = (ms - md) / (ms - msq) X 100 (3.2)
%G0ozenek hacmi = (ms - md) / ms x 100 (3.3)
%Jel verimi = (md4 / mr) x 100 (3.4)

burada “ms” suda sismis kriyojel parcalarmmin agirhigl, “md” yikanmis ve
dondurularak kurutulmus kriyojel parcalarmin agirligi, “msq” suda sisirildikten sonra
sikilmig kriyojel pargalarinin agirligt ve “m:” kriyojel Onciillerinin toplam miktarinin

agirhigidir. Hesaplamalar {i¢ tekrarli olarak yapilmis ve ortalama degerler verilmistir.
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3.4. Enzimatik reaksiyonlar

3.4.1. Serbest ve immobilize a-Glu’nun enzimatik reaksiyonu

Serbest ve immobilize o-Glu i¢in enzim deneyleri, substrat olarak 4-NPG
kullanilarak ve iiretici tarafindan saglanan teknik bilgilere gore iiriin olarak agiga ¢ikan 4-
NP'yi takip ederek belirlenmistir (Sigma-Aldrich, 1996). Enzimatik reaksiyon sonucunda 4-
NP molekiiliine ait olan ve UV-Vis spektrometre ile 400 nm dalga boyunda gézlemlenen
absorbans degerleri takip edilerek enzim aktivitesi hesaplanmistir ve ilgili enzimatik

reaksiyon Sekil 3’te verilmistir.

400 nm’de
max
absorbans
HO
HO, OH
0, )
OH a-Glikosidaz R oH N
pH 6.8
OH o NO, 37 oC OH OH
OH OH NO,

4-Nitrofenol

Sekil 3. a-Glu enziminin katalizledigi 4-NPG’nin 4-NP ve glikoza pargalanmasi reaksiyonu.

Buna gore, pH 6,8'e ayarlanmig 67 mM potasyum fosfat tampon ¢ozeltisinden 5 mL
alinmig ve bu ¢dzeltiye hazirlanan serbest a-Glu enzim ¢ozeltisi ve esit hacimde 0,2 mM
indirgenmis glutatyon c¢ozeltisi eklenerek, 37°C'de 10 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra
a-Glu enzimi igeren tampon ¢ozeltiye substrat olarak su i¢inde 10 mM konsantrasyonda
hazirlanmis 4-NPG ¢ozeltisinden 0,5 mL ilave edilmis ve enzimatik reaksiyon 37°C'de 20
dakika boyunca devam ettirilmigtir. Kontrol grubu i¢in tampon ¢ozelti i¢erisine enzim-
glutatyon ¢ozeltisi yerine 0,4 mL su ilave edilmistir. Enzimatik reaksiyon, kontrol ve test
grubundan 2’ser mL ¢dzelti § mL 100 mM NaxCOs ¢ozeltileri igerisine ayr1 ayri eklenerek
durdurulmustur. Son olarak bu ¢dzeltilerin 400 nm dalga boyundaki absorbans degerleri

sirastyla Atest Ve Akontrol Olarak kaydedilerek UV-Vis spektrometresinde okunmustur.
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Enzimin aktivitesi Units/mL enzim olarak Denklem 3.5 kullanilarak hesaplanmistir (Sigma-

Aldrich, 1996);

Unit/mL enzim=((Ates—Akontrol)X(10)x(5.9)x(df))/((18.3)x(20)x(2)x(enzim ¢dzeltisi))
(3.5)

burada “10” nihai ¢6zelti hacmi (mL), “5,9” reaksiyon karisiminin hacmi (mL), “df”
seyreltme faktori, “18,3” 400 nm'de 4-NP'nin mM s6nme katsayisi, “ 20" reaksiyon zamani
(dk) ve "2" nihai ¢6zeltiye eklenen enzim ¢ozeltisinin hacmidir (mL). "Unit" tanimi, 37 °C
ve pH 6,8'de dakikada 4-NPG'den serbest birakilan pmol D-glikoz olarak tanimlanmistir.

Analizler ii¢ tekrarli olarak yapilmis ve ortalama degerler verilmistir.

3.4.2. Serbest ve immobilize Ureaz enziminin enzimatik reaksiyonu

Hem serbest hem de immobilize edilmis Ureaz enziminin enzimatik aktivitesi iiretici
firma tarafindan bildirilen metot kullanilarak titrimetrik yontemle hesaplanmistir (Sigma-
Aldrich, 2021). Ureaz enzimi kullanilan enzimatik reaksiyonda iire substrat olarak
kullanilmis ve a¢i8a ¢ikan NH3 miktar1 4-NP indikatorii varliginda titre edilerek hesaplanmis

ve ilgili reaksiyon Sekil 4’te verismistir.

O .
” Ureaz enzimi
¢ + H,O 2NH; + CO,
PN pH7
H,N NH, sodyum fosfat Amonyak
Ure tampon,
25°C

Sekil 4. Ureaz enziminin katalizledigi {irenin amonyak ve karbondioksite doniistiiriilmesi

reaksiyonu.
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Bu amagla, 1 M NaOH c¢ozeltisi ile pH 7,0’a ayarlanmig 20 mM sodyum fosfat
tampon ¢ozeltisi icerisinde 0,625 mg/mL konsantrasyonunda Ureaz enzim c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Substrat ¢ozeltisi ise 5 M NaOH c¢ozeltisi ile pH 7,0’ye ayarlanmig 750 mM
sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi igerisinde 30 mg/mL iire ve 0,05 mg/mL BSA olacak sekilde
hazirlanmustir. Indikator olarak kullanilacak olan 4-NP ¢ozeltisi 4 mg/mL konsantrasyonda
su i¢cinde hazirlanmistir. Daha sonra, enzimatik reaksiyon test grubu i¢in 5 mL substrat
cozeltisi 25 °C'de bir viyale konulmus ve substrat ¢ozeltisine 1 mL enzim ¢6zeltisi eklenerek
25 °C'de 5 dakika kanstirilmistir. Hemen ardindan, bu ¢ozeltiye 1 mL 4-NP c¢ozeltisi
eklenmis ve 0,1 M HCI ¢ozeltisi ile titre edilerek ¢ozeltinin sar1 rengi kaybolana kadar
eklenen 0,1 M HCI ¢o6zeltinin hacmi (mL) kaydedilmistir. Kontrol grubunda ise enzim
cozeltisi yerine 1 mL pH 7,0’ye ayarlanmis 20 mM sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi eklenmis
ve 4-NP ¢ozeltisi eklendikten sonra yine 0,1 M HCIl ¢6zeltisi ile titre edilerek renk kaybolana
kadar kullanilan hacim belirlenmistir. Enzim aktivitesi Denklem 3.6 kullanilarak

hesaplanmaigtir;

Unit/mg protein = ([HCI] X (AViest - AVblank) X 1000) / (zaman X mg enzim) (3.6)

burada, [HCI] molaritesi “mM” cinsinden, AViest ve AVkontrol titrasyon sirasinda kullanilan
hacim “L” cinsinden, zaman “dk” cinsinden, enzim miktar1 “mg” cinsinden ve 1000 birim
tanimina gore milimolden mikromole doniisiim faktorii olarak bildirilmistir. “Unit” tanimi1
ise, 25 °C ve pH 7,0'da dakikada tlireden a¢iga ¢ikan umol NH3 olarak yapilmistir. Analizler

ii¢ tekrarli olarak yapilmis ve ortalama degerler verilmistir.

3.5. immobilizasyon parametrelerinin hesaplanmasi

Enzim immobilizasyon ¢alismalarinda, immobilizasyon i¢in en 6énemli parametreler olarak

99 G

belirtilen terimler “immobilizasyon verimi”, “immobilizasyon etkinligi” olarak literatiirde rapor
edilmistir (Boudrant vd., 2020; Sheldon ve van Pelt, 2013). Hesaplamalar ii¢ tekrarli olarak

yapilmis ve ortalama degerler verilmistir.
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3.5.1. Enzim s1zintisi

Enzim immobilize edilmis enzim@kriyojel sistemlerinden enzim sizintisi
caligmalari, serbest enzimin aktivitesi ile kriyojel i¢inde enzim immobilize edilmis
sistemlerin yikama ¢oOzeltilerinin enzimatik aktivitelerinin karsilagtirmas: yoluyla
hesaplanmistir (Boudrant vd., 2020; Sheldon ve van Pelt, 2013). Hazirlanan enzim@kriyojel
sistemlerinin yikama islemleri 8 saatte bir degistirilen 20 mL su ile 5 kez yapilmistir. Yikama
cozeltileri enzimatik reaksiyonda test edilmis ve gozlenen aktivite ile enzim immobilize

edilmis sistemlerden sizan enzim miktar1 hesaplanmistir.

3.5.2. Iimmobilizasyon verimi

Immobilizasyon verimi, immobilizasyon sirasinda kullanilan enzim miktar1 ve
immobilize edilmis sistem igerisinde bulunan enzim miktarinin oranindan bulunmaktadir.
Bunun i¢in enzim si1zintisi ile elde edilen verilerden yararlanilarak immobilizasyon verimi
hesaplanmistir. Buna gore sisteme immobilizasyon i¢in eklenen enzim ¢ozeltisinin aktivitesi
ile sistemden sizan enzimin aktivitesi karsilastirilarak immobilizasyon verimi degerleri

hesaplanmistir (Boudrant ve., 2020; Sheldon ve van Pelt, 2013).

3.5.3. Immobilizasyon etkinligi

Immobilizasyon etkinligi, sistem igerisine immobilize edilmis enzimin aktivitesinin
esit miktardaki serbest enzimin aktivitesine oranlanmasi ile hesaplanmistir. Bunun igin esit
miktarda enzim iceren serbest enzim c¢ozeltisi ve enzim@kriyojel sistemi enzimatik
reaksiyonlarda kullanilmis ve serbest enzim icin hesaplanan enzim aktivitesi %100 kabul
edilerek enzimin kriyojel igerisinde immobilizasyonu ile aktivitesinde meydana gelen

degisim incelenmistir (Boudrant vd., 2020; Sheldon ve van Pelt, 2013).
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3.6. Enzim@kriyojel sistemlerinin enzimatik reaksiyon optimizasyon

calismalan

Enzim immobilize edilmis enzim@kriyojel sistemlerinin enzimatik aktivitelerinin
esit miktarda serbest enzimin aktivitesi ile karsilastirmak ve enzim@kriyojel sistemlerinin
optimum ¢alisma kosullarini belirleyebilmek i¢in immobilize edilen enzimin miktari,
inkiibasyon siiresi, reaksiyon pH ve sicakliginin enzim@kriyojel sistemlerinin enzimatik
aktivitesi iizerindeki etkileri incelenmistir. Buna gore serbest enzim ve esit miktarda enzim
iceren enzim(@kriyojel sistemlerinin aktiviteleri pH 4,0-9,0 araligindaki farkli pH
degerlerinde ve 15-60 °C araligindaki farkli sicakliklarda hazirlanan reaksiyon ortamlarinda
hesaplanmis ve karsilagtirilmistir. Enzim aktivitesinin enzim miktarma bagimliligi, substrat
eklenmeden 6nce optimum reaksiyon pH ve sicakliginda inkiibasyon siiresi, pH ve sicaklik
gibi etkenlerin enzim aktivitesine etkisi serbest enzimin optimum kosullardaki aktivitesi
%100 aktivite degeri olarak kabul edilerek karsilastirilmistir. Hesaplamalar ii¢ tekrarli olarak

yapilmis ve ortalama degerler verilmistir.

3.7. Kinetik parametreler

Enzimatik reaksiyonlar i¢in Michaelis-Menten kinetik parametreleri Km ve Vmax
degerleri serbest ve immobilize edilmis enzimler i¢in non-lineer (Denklem 3.7) ve lineer

(Denklem 3.8) Lineweaver-Burk denklemleri kullanilarak belirlenmistir;

Vo= (Vmax X [S])/ (Km + [S]) (7)

1/Vo = Knl(Vinax x [S]) + 1/Vimax (8)

burada, "Vo" baslangi¢c hizi (mM/dk), "Vma" maksimum reaksiyon hizi (mM/dk),
"[S]" substrat konsantrasyonu (mM) ve "Ku»" Michaelis-Menten sabiti (mM) olarak

tanimlanmustir.
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Kinetik ¢aligmalar, enzim@kriyojel sistemleri i¢in kullanilan enzim a-Glu iken
kullanilan substrat ¢dzeltilerinin konsantrasyonlar1 0,23-3,64 mM araligindayken, Ureaz
enzimi kullanililirken substrat ¢ozeltilerinin konsantrasyonlart 10-1000 mM araliginda ve
ilgili enzimin optimum caligma kosullarinda yapilmistir. Non-lineer Lineweaver-Burk
denkleminden kinetik parametreler Excel-Solver (Hernandez ve Ruiz, 1998; Kemmer ve
Keller, 2010) kullanilarak hesaplanmistir. Hesaplamalar {i¢ tekrarli olarak yapilmis ve

ortalama degerler verilmistir.

3.8. Enzim immobilize edilmis kriyojel sistemlerin tekrar kullanim ¢alismalar:

Serbest enzim ve enzim@kriyojel sistemlerinin operasyonel dayanikliligi veya
yeniden kullanilabilirligi, kullanilan serbest enzim ve enzim@kriyojel sistemleri i¢in yapilan
caligmalarla belirlenen optimum kosullarda gergeklestirilmistir. Buna gore, serbest enzim ve
esit miktarda enzim igeren enzim@kriyojel sistemleri gézenek boyutu 12 kDa olan seliilozik
diyaliz membranlar i¢ine yerlestirilerek enzimatik reaksiyonda artarda kullanim
potansiyelleri aktivitelerinde meydana gelen degisimler incelenerek aragtirilmistir. Serbest
enzim ve esit miktarda enzim iceren enzim@kriyojel sistemlerinin ilk kullanimlarinda
gozlenen aktivite degerleri %100 olarak hesaplanmistir. Hesaplamalar ii¢ tekrarli olarak

yapilmis ve ortalama degerler verilmistir.

3.9. Enzim immobilize edilmis Kkriyojel sistemlerin saklama siireleri ilgili

calismalar

Serbest enzim ve enzim@kriyojel sistemlerinin farkli sicakliklarda saklandiktan
sonra, kullanilan enzim ve enzim@kriyojel sistemleri i¢in yapilan ¢alismalarla belirlenen
optimum kosullar altinda enzimatik reaksiyonlarda kullanilmistir. Buna gore, serbest enzim
ve esit miktarda enzim igeren enzim@kriyojel sistemleri -20, +4, ve +25 °C sicakliklarda
saklanmig ve farkli giinlerde enzimatik reaksiyonlarda kullanilarak aktivitelerinde meydana
gelen degisimler incelenip karsilastirilmistir. Serbest enzim ve esit miktarda enzim igeren
enzim@kriyojel sistemlerinin ilk kullanimlarinda gozlenen aktivite degerleri %100 olarak

hesaplanmistir. Hesaplamalar {i¢ tekrarli olarak yapilmis ve ortalama degerler verilmistir.
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3.10. o-Glu@kriyojel sistemlerinin deaktivite calismalar:

a-Glu@kriyojel sistemlerinin  ve esit miktarda serbest o-Glu enziminin
deaktivitelerinin belirlenmesinde model ajan olarak rosmarinik asit ¢6zeltisi kullanilmigtir
(Tadera vd., 2006). Bu amagla, serbest a-Glu ve a-Glu@kriyojel sistemleri i¢in belirlenen
optimum c¢aligma kosullarinda 3,6 mg/mL konsantrasyonda rosmarinik asit ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Enzimatik reaksiyon baglatilmadan dnce reaksiyon ortamina 0,11-1,8 mg/mL
konsantrasyonlarinda rosmarinik asit ¢ozeltilerinden 1’er mL ayr1 ayr1 eklenerek enzimatik
aktivitenin azalmasi takip edilmistir. Deaktivatdr olmadan yapilan enzimatik reaksiyon
sonucunda 400 nm dalga boyunda gozlenen absorbans degeri “Atest”, deaktivator varliginda
gozlenen absorbans degerleri Ainn olarak kaydedilmis ve Denklem 3.9 kullanilarak
%deaktivasyon degerleri hesaplanmistir (Zhu vd., 2014). Hesaplamalar ii¢ tekrarli olarak

yapilmis ve ortalama degerler verilmistir.

%Deaktivasyon = (Atest — Ainh) / Atest X100 (3.9)
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kriyojel ve enzim@JKkriyojel yapilarinin sentezi

Kriyojel ve enzim@kriyojel sistemlerinin sentezi i¢in farkli iyonik karakterdeki
sentetik monomerler (HEMA, AAm, AMPS, APTMACI, NIPAM), dallanmis polimer (PEI)
ve dogal polimer (CMC, Dextran) zincirleri ¢ikis malzemeleri olarak kullanilmistir ve
kimyasal yapilar1 Sekil 5’te gosterilmistir. Notral, anyonik ve katyonik monomerlerden,
dallanmis PEI zincirlerinden, ve CMC ile Dekstran dogal polimerlerinden hazirlanan
kriyojellerin hepsinin sentez ve karakterizasyonu degisik amaclar i¢in Sahiner grubu
tarafindan daha onceden gergeklestirilmis ve literatiire kazandirilmistir (Ari vd., 2020;
Sahiner ve Demirci, 2016; Sahiner, 2018; Saniner vd., 2020; Seven ve Sahiner, 2014b,
2014a).
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Sekil 5. Hazirlanan kriyojellerin polimerlerinin kimyasal yapilari.

Kriyojenik sartlar altinda gerceklesen serbest radikal polimerizasyonu ile
sentezlenen P(HEMA) ve p(AAm) kriyojelleri notral yapida, p(AMPS) kriyojelleri siilfonik
asit gruplar1 nedeniyle anyonik karakterde, p(APTMACI) kriyojelleri amonyum gruplari
nedeniyle katyonik karakterdedirler. Bunlarin yani sira p(NIPAM) kriyojelleri notral olmast

yaninda sicaklik duyarli, p(Amfoter) kriyojeller ise hem anyonik siilfonik asit hem de

katyonik amonyum gruplarin1 ayni anda icermektedirler.
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Kriyojellerin sentezinin kriyojenik sartlar (¢oziiciiniin donma noktasinin altindaki
sicakliklar, - 20 °C) altinda gerceklesmesi ve enzimlerin bu sartlarda saklaniyor olmast
kriyojellerin igerisine sentez sirasinda enzimlerin aktivitelerini kaybetmeden immobilize
edilmesine olanak saglayabilir ve enzim immobilizasyonu islemini tek basamaga indirerek
kolaylastirdig1 icin bu ¢ok biiyiik bir avantaj saglar. Enzim@kriyojel sistemlerinin
hazirlanmasinin gematik gosterimi Sekil 6’da verilmistir. Buna gore kriyojel sentezi
sirasinda monomer, ¢apraz baglayici, hizlandirict igeren karisima enzim ¢ozeltisi eklenmis
ve baglatici1 eklendikten sonra ilgili onciillerin kriyojelasyon islemleri gergeklestirilmistir.
Goriildugu gibi, kriyojel onciileri ve enzim ¢ozeltisi (degisen miktarlarda) plastik pipetlere
yerlestirilmis ve 20 saat -20 °C'de kriyopolimerizasyon ig¢in birakilmig ve enzimler

kriyojeller igerisine hapsedilme metodu ile immobilize edilmistir.

M\
\_| N\ ﬂ : enzim
§5]
3=y
a,
=4
E Kriyopolimerizasyon
R °
Kriyojel 16-20 h, -20 °C
onciilleri
J’_
enzim
w enzim@kriyojel

NN

Sekil 6. Siiper makro gozenekli enzim@kriyojel sistemlerinin hazirlaniginin  sematik

gosterimi.

Hazirlanan enzim@kriyojel sistemleri silindir sekilde 1-1,2 cm boyutlarda kesilmis
ve su ile 3 kez yikanip dondurarak kurutulduktan sonra -20 °C'de kapali kilitli naylon
torbalarda saklanmistir. Bu sistemde, monomerlerinin/polimerlerin polimerizasyonu
ve/veya eszamanli capraz baglanmasi, buz kristallerinin etrafinda meydana gelmis ve
enzimler kriyojenik kosullar altinda gozenekler ve gbzenek duvarlari i¢inde yerlesmistir.

Kriyojeller i¢cindeki hapsedilmis enzim miktarinin, kriyojel sentezi sirasinda eklenen enzim
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cozeltisinin miktarindaki artisla kolayca artirilabilmesi bu yontemin avantajlarindan bir

digeri olarak gbze ¢arpmistir.

4.2. Kriyojel ve enzim@kriyojel yapilarinin karakterizasyonlari

4.2.1. Kriyojel ve enzim@kriyojel sistemlerinin Sisme, gozenek hacmi,

gozeneklilik ve jel verimi

Farkli iyonik yap1 ve oOzelliklerdeki kriyojel ve enzim(@kriyojel sistemlerinin
%sisme, %gozeneklilik, %gozenek hacmi ve %jel verimi degerleri hesaplanmis ve Tablo
1’de karsilagtirilmistir. Yapilan karsilagtirmalara gore kriyojel ve a-Glu@kriyojel
sistemlerinin %sisme, %gdzeneklilik, %gozenek hacmi ve %jel verimi degerlerinde ¢ok
biiylik degisiklikler gézlenmemistir. P(HEMA) kriyojelleri i¢in %sisme, %gozeneklilik ve
%gozenek hacmi degerleri sirastyla %960+59, 58,1+3,2 ve 90,2+1,3 olarak hesaplanirken
bu degerler a-Glu@p(HEMA) kriyojelleri i¢in %942+24, 50,5+1,9 ve 87,242,1 olarak
hesaplanmistir. P(AAm) kriyojelleri i¢in ise %sisme, %gozeneklilik ve %godzenek hacmi
degerleri %814+47, 51,7£1,9 ve 84,3+£3,8 olarak hesaplanmis ve bu degerler enzim
immobilize edildikten sonra ¢ok az diiserek o-Glu@p(AAm) kriyojelleri i¢in %804+31,
50,3£2,2 ve 82,1+3,2 olarak hesaplanmistir. Anyonik ve katyonik p(AMPS) ve
P(APTMACI) kriyojelleri i¢in %sisme degerleri sirasiyla %1536+145 vel711£193 olarak
hesaplanmis ve notral p(HEMA) ve p(AAm) kriyojellerine gére daha yiiksek c¢ikmuistir.
Diger taraftan %gozeneklilik ve %gozenek hacmi degerleri p(AMPS) kriyojelleri i¢in
%357,4+2,7 ve 90,1+2,4 olarak hesaplanirken, bu degerler a-Glu@p(AMPS) kriyojelleri igin
%55,3+1,8 ve 90,7+1,8 olarak hesaplanmistir. Bununla beraber katyonik p(APTMACI)
kriyojellerinin %gozeneklilik ve %gbdzenek hacmi degerleri anyonik p(AMPS) kriyojellerine
gore daha yiiksek ¢ikmistir. a-Glu@p(APTMACI) kriyojelleri igin %sisme, %gdzeneklilik
ve %gozenek hacmi degerleri sirasiyla %1703+146, 58,2+1,8 ve 91,3+1,8 olarak
hesaplanmistir. Sicaklik duyarli p(NIPAM) kriyojelleri i¢in %gsisme, %gozeneklilik ve
%go6zenek hacmi degerleri %1127+£98, 79,2+1,9 ve 83,1£3,7 olarak hesaplanmis ve bu
degerler a-Glu enzim immobilizasyonundan sonra %1116+112, 78,7+1,4 ve 80,6+2,5

degerlerine diismiistiir.
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Tablo 1

Enzim igermeyen kriyojel ve enzim@kriyojel sistemlerinin %sisme, %gozeneklilik,

%gozenek hacmi ve %jel verim degerlerinin karsilastirilmasi

Kriyojel Siz/me Gﬁzef)l/eklilik Gl?::;‘;k VeO;im
o o % ()

P(HEMA) 960+59 58,1£3,2 90,2+1,3 | 94,4+0,8
a-Glu@p(HEMA)-3 942424 50,5+1,9 87,242,1 93,2+3,1
P(AAm) 814+47 51,7+1,9 84,3+3,8 | 95,4+1,1
a-Glu@p(AAm)-3 804431 50,3+2,2 82,1+£3,2 | 94,3+£2,1
P(AMPS) 1536+145 57,4+2,7 90,1+2,4 | 94,1£2,1
a-Glu@p(AMPS)-3 1487+105 55,3+1,8 90,7+1,8 | 95,1+1,8
P(APTMACI)) 1711193 60,2+2,5 92,1+3,1 94,9+2,2
o-Glu@wp(APTMACI)-3 1703+146 58,2+1,8 91,3+1,8 | 93,8+1.,9
P(Amfoter) 1513+107 80,9+0,4 93,8+0,4 | 86,4+1.9
a-Glu@p(Amfoter)-3 1487+95 79,1+0,9 93,1+1,1 85,9+1,7
P(NIPAM) 1127498 79,2+1,9 83,1£3,7 | 95,1+0,9
a-Glu@p(NIPAM)-3 1116112 78,7+1,4 80,6+2,5 | 94,3+1,9
PEI 1889+334 67,4+5,2 79,2+2,77 | 96,1+0,9
PEI ureaz-3 17524219 65,3+£2,7 80,6+1,7 | 95,3+1,4
CMC 1831+192 81,3+2.9 87,943,7 | 91,3+1,7
CMC Ureaz 1786493 80,4+4,1 88,7+1,2 | 90,7+0,9
Dekstran 1510430 84,3+2,6 87,4+3,1 85,1+2,3
Dekstran Ureaz 1457+69 8,1£3,6 84,1+1,8 84,2+1,6

Anyonik ve katyonik monomerlerin kopolimeri olarak hazirlanan p(Amfoter)
kriyojeller i¢in %sisme, %gozeneklilik ve %gdzenek hacmi degerleri sirasiyla %1513+107,
80,9+0,4 ve 93,8+04,4 olarak hesaplanirken, bu degerler a-Glu@p(Amfoter) kriyojelleri i¢in
sirastyla %1487+95, 79,1£0,9 ve 93,1+1,1 olarak hesaplanmistir. P(HEMA), p(AAm),
p(AMPS), p(APTMACI), ve p(NIPAM) kriyojelleri ile bunlarin a-Glu enzim immobilize
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edilmis formlarinin %jel verimi %90’1n iizerinde ¢ikmistir. Diger taraftan p(Amfoter) ve a-

Glu@p(Amfoter) kriyojelleri i¢in %jel verimi yaklasik %85 olarak hesaplanmustir.

Diger taraftan Ureaz enzimi igin kullamilan PEI kriyojellerinin %sisme,
%gozeneklilik, %gdzenek hacmi ve %jel verimi degerleri sirastyla %1889+334, 67,4+5,2,
79,242,7 ve 96,1+0,9 olarak hesaplanmig ve bu degerler Ureaz enzimi immobilizasyonundan
sonra onemli bir degisiklige ugramamistir. Ayni1 sekilde, enzim icermeyen CMC ve Dekstran
kriyojellerinin de %sisme, %gdzeneklilik, %gdzenek hacmi ve %ijel verimi degerleri Ureaz
enziminin immobilizasyonu sonrasinda onemli degisikler gostermemistir. Buradan,
immobilizasyon sonucunda siiper makro gozenekli kriyojel yapilarimin gézeneklerinin

kapanmadig1 ve sisme kabiliyetlerini kaybetmedigi agik¢a goriilmiistiir.

4.2.2. Kriyojel ve enzim@XKkriyojel sistemlerinin SEM goriintiileri

P(HEMA), p(AAm), p(AMPS), p(APTMACI), p(NIPAM), p(Amfoter)
kriyojellerinin ve bunlarm ilgili a-Glu immobilize edilmis formlarinin SEM goriintiileri
Sekil 7 (a)-(f)’de verilmistir. Goriintiilerden gorildiigii gibi, kriyojeller ve enzim@kriyojel
sistemleri 1-100 pum arasinda degisen biiyiik gdzenek boyutlarina sahip makro gézenekli

yapilar olarak basarili sekilde sentezlenmistir.
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Sekil 7. Kiyojel ve enzim@kriyojel sistemlerinin SEM goriintiileri.

Enzim immobilizasyonu nedeniyle gozeneklerin tikanmasi veya kapanmasinin
gergeklesmedigi agikca goriilmektedir. Bu nedenle, enziminin varliinin, kriyojellerin
makro gézenekli yapisini degistirmedigi sonucu gikarilmistir. Enzim@kriyojel sistemlerinin
siiper gozenekli olmasi, daha yiiksek substrat diflizyon hizi ve enzimler i¢in enzimatik

reaksiyonlara hizli yanit i¢in bir ortam saglayabilecegi sonucuna varilmistir.

4.2.3. Kriyojel ve enzim@Kkriyojel sistemlerinin FT-IR analizleri

Stiper makro gozenekli p(HEMA) ve a-Glu@p(HEMA) kriyojel sistemlerinin FT-IR
spektrumlari Sekil 8 (a)'da karsilastirilmistir. Tiim FT-IR spektrumlarinda yaklasik 1710 cm”
'de C=0 titresimleri, yaklasik 1450 cm''de C-OH gerilme pikleri ve 1320-1210 cm!
arasindaki -C-O pikleri gibi p(HEMA) kriyojelleri i¢in karakteristik pikler gézlenmistir. a-
Glu@p(HEMA) kriyojellerinin spektrumunda ise yaklasik 902 cm™"'deki pikin kaybolmast,

kriyojel gbzeneklerinde enzimlerin var oldugunu gostermistir.
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Sekil 8. (a) p(HEMA), (b) p(AAm), p(AMPS) ve p(APTMACI) kriyojel ve enzim@kriyojel

sistemlerinin FT-IR spektrumlari.

FT-IR spektrum analizi enzim igermeyen ve enzim immobilize edilmis p(AAm),
p(AMPS) ve p(APTMACI) kriyojellerinin karakterizasyonu i¢in de yapilmis ve Sekil 8
(b)'de verilmistir. Sekil 8 (b)'de sunuldugu gibi enzim icermeyen ve enzim immobilize
edilmis p(AAm), p(AMPS) ve p(APTMACI) kriyojellerin FT-IR spektrumlar1 arasinda ¢ok
onemli farklar yoktur. Ayrica, enzim icermeyen ve enzim immobilize edilmis p(AAm),
p(AMPS) ve p(APTMACI) kriyojelleri, kriyojellere ait olan karakteristik pikleri de
gostermistir. Kisaca, tim numuneler i¢in amit gruplarindan 3320 ve 3280 cm™ civarinda
NH: gerilme titresimleri ve 1650 cm™ civarinda C=O gerilme pikleri gdzlenmistir.
Bunlardan farkli olarak, p(AMPS) ve o-Glu@p(AMPS) kriyojel sistemlerinin FT-IR
spektrumunda siilfonik asit gruplari nedeniyle 1352 ve 1121 cm™" de asimetrik ve simetrik

0-S-O gerilme titresimleri ve 1037 cm™'de S=O gerilme titresimleri gézlenmistir. Benzer
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sekilde, kuaterner amonyum tuzlar1 nedeniyle p(APTMACI) esash kriyojellerin FT-IR

spektrumunda yaklasik 1623 cm!'de kuaterner amonyum pikleri gdzlenmistir.

P(Amfoter) ve a-Glu@p(Amfoter) kriyojel sistemlerinin FT-IR spektrumlar1 Sekil 9
(a)'de karsilastirilmistir. 1356 ve 1127 cm™'de gozlenen asimetrik ve simetrik O-S-O gerilme
titresimleri ve 1041 cm''de goriilen S=O gerilme titresimleri, AMPS'nin karakteristik
bandlari, buna karsilik 1656 cm™ dalga sayisindaki kuaterner amonyum pikleri ve 1583 cm’
' dalga sayisinda gdzlenen C=O pikleri de APTMACI molekiillerine aittir. a-
Glu@p(Amfoter) kriyojeller, p(Amfoter) kriyojellerin karakteristik piklerini paylagmistir ve
2834 ve 1737 cm™! dalga sayilarinda ortaya gikan 2 ek pik ise a-Glu enzimlerinin varligindan

oldugu tespit edilmistir.

i iyoi 1356 cm! <
P(Amfoterik) kriyojel 1127 and (a)

1041 cm!

1656 cm’!

a-Glu@p(Amfoterik) \

2834 and 1737 cm’!

T%

1583 cm! o

(@

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 650
Dalga sayisi (cm™!)

p(NIPAM) ! (b)
1637 el 1y
a-Glu@p(NIPAM) |
T% 1542 eml |

\
; \
o 1044 cm’!
1473 cmrle o
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Dalga sayisi (cm™!)

Sekil 9. (a) p(Amfoter) ve (b) p(NIPAM) kriyojel ve enzim@kriyojel sistemlerinin FT-IR

spektrumlart.
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P(NIPAM) kriyojellerinin ve karsilik gelen a-Glu enzim hapsedilmis formlarinin FT-
IR spektrumlart Sekil 9 (b)'da verilmistir. Sekil 9 (b)'da verilen FT-IR spektrumlarinda
aciklandig gibi, p(NIPAM) kriyojeli i¢in en belirgin olan pikler 1637 cm™!'de C=0 titresimi,
1542 cm™'de ikincil aminin N-H biikiilme titresimleri ve 1473 cm™'de CN gerilme titresimi,
a-Glu@p(NIPAM) kriyojel sistemleri i¢in de gozlenmistir. a-Glu@p(NIPAM) kriyojel
sistemi icin yaklasik 1044 cm dalga sayisinda gozlenen pik kriyojel gdzeneklerinde

enzimin olmasina baglanmistir.

Dallanmis zincir yapisindaki PEI ve dogal polimerler CMC ve Dekstran’dan
sentezlenen kriyojeller icerisine sentez sirasinda hapsetme yontemi ile Ureaz enzimi
immobilize edilen sistemlerin ve enzim icermeyen PEI, CMC ve Dekstran kriyojellerinin
FT-IR spektrumlar1 sirasiyla Sekil 10 (a), (b) ve (¢)’de verilmistir. Sekil 10 (a)’da PEI
kriyojelleri ve Ureaz@PEI kriyojel sistemlerinin FT-IR spektrumlarinda PEI'ye ait
karakteristik pikler olan 3286 cm™!'de N-H, 2982 ve 2856 cm'de C-H gerilmesi ve 1602
cm™"de N-H biikiilmesine ait titresim pikleri agik¢a goriilmektedir. Bunun yani sira, GDE
ile ¢apraz baglanmasi iizerine, alkol gruplarindan gelen en belirgin pikler sirasiyla O-H
biikiilmesi ve ikincil alkolden C-O gerilmesi ise sirasiyla 1051 ve 1109 cm™’de gériilmiistiir.

Bununla beraber 1650 cm™! civarinda siddeti artan pik ise Ureaz enzimine aittir.
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Sekil 10. (a) PEI, (b) CMC ve (c) Dekstran kriyojel ve enzim@kriyojel sistemlerinin FT-

IR spektrumlari.

CMC kriyojellerinin ve Ureaz enzimi immobilize edilmis formalarinm FT-IR
spektrumlart Sekil 10 (b)’de karsilastirilmistir. CMC kriyojellerinin in FT-IR spektrumuna
gore, ~3350 cm'deki genis pik, -OH gerilmesinden kaynaklanirken, ~2920 cm''deki pik
asimetrik -CH: gerilmesine, 1585 cm™''deki pik ise asimetrik -COO" gerilmesine, 1413 cm’

I'deki pik -COO" simetrik gerilmesine ve 1051 cm™'deki pik ise -CO gerilmesine atanmistir.
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Bu pikler hafif kirmizi veya mavi kaymalar ile Ureaz@CMC kriyojellerinde de gdzlenmistir

ve bunlara ek olarak 1678 cm™'*de gozlenen hafif bir omuz Ureaz enzimine atfedilmistir.

Sekil 10 (c)’de ise Dekstran kriyojellerinin ve Ureaz@Dekstran kriyojel
sistemlerinin FT-IR spektrumlari incelenmistir. Her iki sistem i¢inde dekstran polimerine ait
-OH gruplari igin 3362 ila 3316 cm™ araliginda ve -CH gruplari i¢in 2922 ve 1643 cm™’de
karakteristik pikler ve 1313 cm™’de DVS ¢apraz baglayicisindan gelen S=O gerilme pikleri
goriilmiistiir. Ureaz@Dekstran kriyojellerinin FT-IR spektrumlarinda ise 1500-1300 cm!
aras1 baz1 pikler kaybolmus ve bu da Ureaz enzimin yapiya girmesinden dolay1 oldugu

diistiniilmektedir.

4.2.4. Kriyojel ve enzim@Xkriyojel sistemlerinin TGA analizleri

Enzim igermeyen p(HEMA) ve a-Glu@p(HEMA) kriyojel sistemlerinin termal
kararliliklar1 Sekil 11 (a) 'da gosterildigi gibi TGA ile karsilastirilmistir. P(HEMA)
kriyojellerinin 250-450 °C arasinda %95,2 agirlik kaybiyla bir termal bozunma adimina
sahip oldugu ve ardindan 750 °C'da %97 toplam agirlik kayb1 gosterdigi gézlenmistir. Ote
yandan, a-Glu@p(HEMA) kriyojel sistemleri {i¢ termal bozunma basamagina sahiptir ve ilk
olarak enzimlerin denatiirasyonu ile agiklanabilecek 100 °C 1sitmaya kadar %7,5 agirlhik
kayb1 gézlemlenmistir. Ayrica, a-Glu@p(HEMA) kriyojel sistemleri i¢in sirasiyla 125-360
°C arasinda baglayan bozunma adimlarinda %51,7 agirlik kayb1 ve 370-440 °C arasinda
%76,6 agirlik kayb1 meydana gelmistir. Ayrica a- Glu@p(HEMA) kriyojel sistemleri igin
750 °C'de %89,6 agirlik kayb1 gozlenmistir. Bu nedenle, p(HEMA) kriyojellerinin termal
dayanikliliginin, enzimlerin daha diisiik termal dayanikliligina bagl olarak hapsedilen a-Glu

enzimi ile azaldig1 sonucu ¢ikarilmistir.
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Sekil 11. (a) P(HEMA), (b) p(AAm), p(AMPS) ve p(APTMACI) kriyojel ve

enzim@kriyojel sistemlerinin TGA termogramlari.

Enzim icermeyen p(AAm), p(AMPS), p(APTMACI) kriyojellerinin TGA
termogramlari, sistemlerin termal kararliliklarin1 anlamak i¢in a-Glu enzimi hapsedilmis
formlar ile karsilastirilmis ve karsilik gelen TGA termogramlar: Sekil 11 (b)'de verilmistir.
P(AAm), p(AMPS) ve p(APTMACI) kriyojelleri ve bunlarin karsilik gelen enzim
hapsedilmis formlar1 neredeyse benzer termal dayaniklilik profili gostermistir. Hem enzim
icermeyen p(AAm) hem de a-Glu@p(AAm) kriyojelleri sirasiyla %5,0 ve %6,5 ile 30-100
°C arasinda agrilik kayb1 yasamaya baslamis ve her ikisi de %44,9 ve 42,2 ile 240-430 °C
arasinda agrilik kaybina devam etmistir. 700 °C'ye kadar her iki sistem i¢in %99'a yakin
agirhik kayb1 gozlenmistir. Ote yandan, enzim icermeyen p(AMPS) ve o- Glu@p(AMPS)

kriyojellerin termal bozunmasi1 10-90 °C arasinda baslamis ve agirlik kayiplar sirasiyla
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%10,2 ve 12,1 olarak gdézlenmistir. Ayrica, 300-330 ve 530-570 °C arasinda yaklasik %40
ve %72 kiimiilatif agirlik kayb1 gézlemlenmis ve hem enzim igermeyen p(AMPS) hem de
a-Glu@p(AMPS) kriyojelleri i¢in 700 °C'de yaklasik %75 kiimiilatif agirlik kaybi
goriilmistiir. Son olarak, enzim igermeyen p(APTMACI) ve o-Glu@p(APTMACI)
kriyojelleri de sirasiyla %9,2 ve %10,3 agirlik kayiplart ile 30-110 °C arasinda agirlhik
kaybetmeye baglamistir. Ayrica 210-320 °C araliginda hem enzim igermeyen p(APTMACI)
hem de a-Glu@p(APTMACI) kriyojellerinde yaklasik %55 kiimiilatif agirlik kaybi ve her
ikisi i¢in de 700 °C'de yaklasik %99 kiimiilatif agirlik kayb1 gdzlenmistir. Ozetle, 30-100 °C
arasinda %10 civarinda gozlenen agirhk kaybi, kriyojellerden molekiiler suyun
uzaklastirilmasi nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir. Ek olarak, 30-100 °C arasindaki enzim
hapsedilmis kriyojeller i¢in agirlik kaybi yiizdesinde biraz daha yiiksek bir artig, enzimlerin

daha diisiik termal dayanikliliginin sonucu ¢ikarilmistir.

Ayrica, TGA ol¢limleri ile karakterize edilen enzim igermeyen p(Amfoter) ve a-
Glu@p(Amfoter) kriyojel sistemlerinin termal kararliliklarn Sekil 12 (a)'da
kargilastirilmigtir. Termogramlardan goriilebilecegi gibi enzim icermeyen p(Amfoter) ve a-
Glu@p(Amfoter) kriyojel sistemleri i¢in ti¢ basamakli benzer termal bozunma modelleri
gozlenmistir. Enzim icermeyen p(Amfoter) kriyojeller i¢in agirlik kayb1 25-90 °C arasinda
%6,6 ile baslayan ve kriyojellerin nem igerigi ile iliskilendirilen bir agirlik kaybi ile
baslamistir ve termal bozunma sirastyla %45,6 ve %63,6 agirlik kayiplari ile 280-340 °C ve
350-430 °C arasinda devam etmistir. Termal bozunmanin son adimi1 750 °C'de %73,1 toplam
agirlik kaybi ile sonuglanmistir. Enzim igermeyen p(Amfoter) kriyojellere benzer sekilde a-
Glu@p(Amfoter) kriyojel sistemleri, 25-90, 280-340 ve 350-430 °C arasindaki ayni1 sicaklik
araliklarinda sirastyla %8,0, %48,7 ve %65,7 toplam agirhik kayiplarina ugradig

gozlenmistir.
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Sekil 12. (a) p(Amfoter) ve (b) p(NIPAM) kriyojel ve enzim@kriyojel sistemlerinin TGA

termogramlari.

P(NIPAM) kriyojellerin ve karsilik gelen a-Glu enzimi immobilize edilmis
formlarmin termal bozunmasi Sekil 12 (b)'de karsilastirilmistir. Immobilize edilmis
enzimlerin olas1 denatiirasyona ugramalar1 nedeniyle TGA termogramlart dogrudan 25
°C'den baslatilmistir. Enzim icermeyen p(NIPAM) kriyojelleri i¢cin 90 °C'ye kadar gbzlenen
%7,1 agirhk kaybi, molekiiller arast su veya nem giderimine baglanmistir. a-
Glu@p(NIPAM) kriyojel sistemleri i¢in 90 °C'ye kadar agirlik kaybinda artis gézlenmis ve
%18,7 agirlik kayb1 molekiiller arasi suya ve enzimlerin daha diisiik termal dayanikliligindan
dolay1 oldugu diisiiniilmiistiir. Daha fazla sicaklik artisi, agirlik kayiplarini artirmistir,
ornegin p(NIPAM) kriyojelleri i¢in 250-450 °C araliginda %90,4 agirlik kayb1 gézlenmis ve
750 °C'de %96 kiimiilatif agirlik kaybi 6l¢iilmiistiir. Ote yandan, a-Glu@p(NIPAM) kriyojel
sistemleri i¢in 100-170 °C araliginda %26,1 agirlik kayb1 gézlenmistir. a-Glu@p(NIPAM)
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kriyojel sistemleri i¢in 210-440 °C'de %90,3 agirhik kaybi gozlenmistir. Son olarak, a-
Glu@p(NIPAM) kriyojel sistemleri igin 750 °C'deki kiimiilatif agirlik kaybmin %94,3
oldugu gozlenmistir. Bu nedenle, genel olarak, a- Glu@p(NIPAM) kriyojel sistemlerinin
termal kararliliklar1, yaklasik 75-350 °C araliginda enzim igcermeyen p(NIPAM) kriyojel ile
karsilastirildiginda biraz daha diisiik sicakliklara diismiistiir.

Bunlarin yani sira, PEI, CMC ve Dekstran kriyojellerinin ve bunlara Ureaz enzimi
immobilize edildikten sonraki termal kararliliklarinin incelenmesi i¢in yapilan TGA
analizlerine ait termogramlar sirasiyla Sekil 13 (a), (b) ve (¢)’de verilmistir. Sekil 13’den
acikca goriilecegi gibi Ureaz enzimi immobilize edilmis biitiin sistemler, ilgili kriyojellerin
enzim igermeyen hallerinin termal bozunma davraniglari ile benzer bozunma davranislari
gostermistir. PEI kriyojeli ve Ureaz@PEI kriyojel sistemlerinin TGA termogramlar1 Sekil
13 (a)’da verilmistir. PEI kriyojeli ve Ureaz@PEI kriyojel sistemlerinin 30-100 °C
araliginda sergiledigi yaklsik %30’luk kiitle kayb1 yapilarda bulunan muhtemel nemin
uzaklastirilmasidan kaynaklanmistir. Bunun sonrasinda ise iki sistemin de 300°C’ye kadar
termal olarak kararli sekilde kiitle kayb1 gostermeden kalabildigi ve 300-350 °C arasinda

gozlenen tek bir bozunma basamag ile yaklasik %90 kiitle kayb1 yasadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 13. (a) PEI, (b) CMC ve (c) Dekstran kriyojel ve enzim@kriyojel sistemlerinin TGA

100

termogramlari.

13 (b)’de verilmis ve benzer bozunma davranislari sergiledikleri goriilmiistiir. Burada da, iki
sistem i¢in de 100 °C’ye kadar yapida bulunan nemin uzaklagmasindan dolay1 yaklasik

%20’lik bir kiitle kayb1 gdzlenmistir. Sonrasinda ise 220-290 °C araliginda yine iki sistem
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CMC kriyojeli ve Ureaz@CMC kriyojel sistemlerinin TGA termogramlarida Sekil

icinde yaklasik %40°lik bir kiitle kayb1 gézlenmistir.
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Dekstan ve Ureaz@Dekstran kriyojel sistemlerinin de Sekil 13 (c¢)’de verilen TGA
termogramlarindan 220 °C’ye kadar sirastyla %21,7 ve %19,5’lik, sonrasinda 220-300 °C
araliginda yine sirastyla %53.5 ve %50,8 kiitle kayiplarina ugradiklar1 gézlenmistir. Bu iki
sistem de diger Ureaz@kriyojel sistemleri gibi benzer termal bozunma davranislari

gostermistir.

4.3. Enzim@kriyojel sistemleri i¢cin immobilizasyon parametreleri

Serbest enzimlerin, hapsetme metodu ile sentez sirasinda immobilize edildigi kriyojel ag
yapilaridan disariya sizip sizmadigi, hazirlanan enzim@kriyojel sistemlerinin yikama ¢ozeltilerinin
ilgili serbest enzim i¢in optimum calisma kosullarindaki enzimatik reaksiyonlarda kullanilmas: ile

hesaplanmustir.

a-Glu@p(HEMA) ve a-Glu@p(AAm) kriyojellerinin yikama c¢ozeltileri ile yapilan
enzimatik reaksiyonlar sonucu aciga ¢ikan 4-NP i¢in 400 nm dalga boyunda gbzlenen absorbans
degerleri kullanilan serbest enzimin aktivitesi ile karsilastirilmis ve Sekil 14 (a) ve (b)’de verilmistir.
Serbest enzim ¢ozeltisi ile 0,5 mL 10 mM 4-NPG substrat ¢dzeltisinin 5 mL pH 6,8 potasyum fosfat
tampon ¢ozeltisi igine eklenmesi ile 37 °C sicaklikta yapilan enzimatik reaksiyon sonucunda 400 nm
dalga boyundaki absorbans degeri 0,78 olarak &l¢iilmiistiir. Immobilizasyon i¢in kullanilan enzim
¢ozeltisinin miktarinin artmast ile a-Glu@p(HEMA) kriyojellerinin yikama ¢ozeltileri ile yapilan
enzimatik reaksiyonlar sonucunda absorbans degerlerinin arttig1 gdzlenmistir. Iimmobilizasyon igin
kullanilan enzim ¢ozeltisi ile esit miktarda enzim i¢eren a-Glu@p(HEMA)-1, a-Glu@p(HEMA)-2
ve a-Glu@p(HEMA)-3 kriyojel sistemlerinin I. yikama c¢dzeltilerinin enzimatik reaksiyonda
kullanilmasi sonucu 400 nm dalga boyunda olgiilen absorbans degerleri sirasiyla 0,034+0,003,
0,065+0,002 ve 0,088+0,004°tiir. Absorbans degerleri III. Yikama sonunda a-Glu@p(HEMA)-1, a-
Glu@p(HEMA)-2 ve a-Glu@p(HEMA)-3 kriyojel sistemleri igin sirasiyla 0,012+0,001,
0,014+0,001 ve 0,018+0,001 olarak ol¢iilmiistiir.
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Sekil 14. (a) a-Glu@p(HEMA) ve (b) a-Glu@p(AAm) kriyojel sistemlerinden enzim
s1zintis1 ¢aligmalar1 [Calisma kosullari: 5 mL pH 6,8 potasyum fosfat tamponu, 37 °C, 0,5
mL 10 mM substrat].

a-Glu@p(AAm)-1, a-Glu@p(AAm)-2 ve a-Glu@p(AAm)-3 kriyojel sistemlerinde enzim
sizintisinin tespiti i¢in gergeklesen caligmalara ait grafik Sekil 14 (b)’de verilmistir. Burada da yine
immobilizasyon i¢in enzim ¢dzeltisinin miktar arttik¢a sistemden sizan enzim miktarinin arttigi ve
yikama sayisi arttikca sizan enzim miktarinin azaldigr goézlenmistir. a-Glu@p(AAm)-1, a-
Glu@p(AAm)-2 ve a-Glu@p(AAm)-3 kriyojel sistemlerinden I. yikama sonunda sizan enzim ile
yapilan enzimatik reaksiyonlar sonucunda olgiilen absorbans degerleri sirasiyla 0,043+0,001,
0,060+0,001 ve 0,076+0,002°dir. III. yikama ¢6zeltisi ile yapilan enzimatik reaksiyon sonucu 400
nm dalga boyunda a-Glu@p(AAm)-1, a-Glu@p(AAm)-2 ve a-Glu@p(AAm)-3 kriyojel sistemleri
icin absorbans degerleri sirasiyla 0,011+0,001, 0,014+0,001 ve 0,015+0,001 olarak Sl¢iilmiistiir. IV.
yikama ¢ozeltisi ile yapilan deneyler de sizint1 ¢ozeltilerinde enzimatik aktivetenin gozlenmedigi

tespit edilmistir.
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Anyonik a-Glu@p(AMPS) ve katyonik a-Glu@p(APTMACI) kriyojel sistemlerinden enzim
sizintis1 tespiti i¢in yapilan calismalara ait grafikler ise sirasiyla Sekil 15 (a) ve (b)’de verilmistir.
Notral kriyojellerdeki enzim sizintisina benzer sekilde, anyonik p(AMPS) kriyojel igerisinde
immobilize edilen enzim miktar1 arttik¢a enzim si1zintis1 artarken yikama sayisi arttik¢a sizan enzim
miktart da azalmigtir ve ilgili grafik Sekil 15 (a)’da verilmistir. Buna gore I. yikama ¢ozeltisi ile
yapilan enzimatik reaksiyonda 400 nm dalga boyunda 6lgiilen absorbans degerleri a-Glu@p(AMPS)-
1, a-Glu@p(AMPS)-2 ve a-Glu@p(AMPS)-3 kriyojel sistemleri icin sirasiyla 0,039+0,002,
0,056+0,003 ve 0,072+0,003 iken, bu degerler IIl. yikama ¢ozeltileri i¢in sirasiyla 0,011+0,001,
0,01340,002 ve 0,017+0,002 olarak Sl¢iilmiistiir.
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Sekil 15. (a) a-Glu@p(AMPS) ve (b) a-Glu@p(APTMACI) kriyojel sistemlerinden enzim
sizintis1 ¢alismalar1 [Calisma kosullari: 5 mL pH 8,0 potasyum fosfat tamponu (o-

Glu@p(AMPS)), 5 mL pH 5,0 potasyum fosfat tamponu (a-Glu@p(APTMACI)), 37 °C, 0,5
mL 10 mM substrat].
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Katyonik a-Glu@p(APTMACI)-1, a-Glu@p(APTMACI)-2 ve a-Glu@p(APTMACI)-3
kriyojel sistemlerinin I. yikama cozeltileri ile yapilan enzimatik reaksiyonlarda Sekil 15 (b)’de
verilmis ve 400 nm dalga boyunda 6l¢iilen absorbans degerleri sirasiyla 0,031+0,02, 0,046+0,003 ve
0,07340,007°dir ve bu degerler III. yikama ¢ozeltisi ile yapilan reaksiyonda 0,010+0,001,
0,01240,001 ve 0,015+0,001 olarak tespit edilmistir. Anyonik ve katyonik kriyojeller ile hazirlanan
a-Glu@p(AMPS) ve a-Glu@p(APTMACI) kriyojellerinin ikisi i¢inde IV. yikama ¢dzeltileri i¢in

herhangi bir absorbans degeri 6l¢iilememis ve daha fazla enzim sizintisinin olmadigi anlagilmisgtir.

a-Glu@p(Amfoter) ve a-Glu@p(NIPAM) kriyojellerinin enzim sizintis1 ¢aligmalari
sonunu Olclilen absorbans degerlerine dair grafikler sirasiyla Sekil 16 (a) ve (b)’de
verilmistir. Burada diger anyonik AMPS ve katyonik APTMACI monomerlerinin kriyojenik
sartlarda kriyokopolimerizasyonu ile sentezlenen p(Amfoter) kriyojel icerisine immobilize
edilen a-Glu enzimin s1zinti ¢alismasina ait grafik Sekil 16 (a)’da verilmistir. Olgiilen
sonuclardan immobilizasyon i¢in kullanilan enzimin miktar1 arttik¢a sistemden sizan enzim
miktar1 da artmis ve yikama sayisi arttik¢a sizan enzim miktarinin azaldigi tespit edilmistir.
Yikama c¢ozeltileri ile yapilan enzimatik reaksiyonlarda I. yikama sonunda a-
Glu@p(Amfoter)-1, a-Glu@p(Amfoter)-2 ve a-Glu@p(Amfoter)-3 kriyojel sistemleri i¢in
400 nm dalga boyunda 0lgiilen absorbans degerleri sirasiyla 0,064+0,005, 0,089+0,004 ve
0,132+0,009°dur. a-Glu@p(Amfoter)-1, a-Glu@p(Amfoter)-2 ve a-Glu@p(Amfoter)-3
kriyojel sistemlerinin III. yikama ¢ozeltileri i¢in 0,005+0,001, 0,031+0,002 ve 0,072+0,006
absorbas degerleri oOlgiiliirken, IV. yikamada herhangi daha fazla enzim enzim sizintisi

olmadig1 gézlenmistir.
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Sekil 16. (a) a-Glu@p(Amfoter) ve (b) a-Glu@p(NIPAM) kriyojel sistemlerinden enzim
sizintis1 ¢aligmalar1 [Calisma kosullari: 5 mL pH 6,8 potasyum fosfat tamponu, 37 °C, 0,5
mL 10 mM substrat].

Sicaklik duyarli a-Glu@p(NIPAM) kriyojel sistemlerinden enzim sizintisina ait
grafik Sekil 16 (b)’de verilmistir ve diger a-Glu enzimi immobilize edilmis kriyojel
sistemleri gibi sistemden sizan enzim immobilizasyon sirasinda kullanilan enzim miktari
arttik¢a artmis ve yikama sayisi arttikca enzim sizintis1 azalmistir. IV. yikama sonunda daha

fazla enzim s1zintisinin olmadig1 gozlenmistir.

Tez kapsaminda kullanilan diger model enzim olan Ureazin da sentetik PEI ve dogal
polimer CMC ile Dekstran kriyojellerinden s1zintis1 i¢in benzer metot kullanilmis ve yikama
cozeltileri enzimatik reaksiyonda kullanilarak hesaplanan aktivite degerlerinden elde edilen

sonuglar Sekil 17°de verilmistir. Burada, yikama ¢ozeltileri Ureaz enzimi i¢in optimum
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kosullar olan pH 7,0 sodyum fosfat tamponu ve 25 °C’deki enzimatik reaksiyonda
kullanilmistir.  immobilizasyon igin kullanilan serbest enzim ¢ozeltisinin aktivitesi
277,3422,9 Unit/mg protein olarak hesaplanmistir ve Ureaz@PEI-1, Ureaz@PEI-2 ve
Ureaz@PEI-3 kriyojellerinin yikama c¢ozeltilerinin aktivitesinin immobilizasyon igin
kullanilan enzim miktar: artmast ile arttig1 Sekil 17 (a) agik¢a goriilmiistiir. Ureaz@PEI-1,
Ureaz@PEI-2 ve Ureaz@PEI-3 kriyojellerinin I. yikama ¢ozeltilerinin aktivitesi sirastyla
11,4+1,3, 13,1+£2,1 ve 16,7£3,1 Unit/mg protein olarak hesaplanirken bu degerlerin III.
yikama c¢ozeltisinde sirasiyla 3,1+0,5, 2,9+0,4 ve 3,6+0,3 Unit/mg protein seviyelerine

diistiigii gdzlenmistir.

(@) @ Ureaz@PEI-1

g 20 8 Ureaz@PEI-2
N o0
5 & Ureaz@PEI-3
215
2
2 10
z
=B

0

1 2 3
Yikama sayisi
12

(b) .
&8 Ureaz@CMC

@ Ureaz@Dekstran

Aktivite (Unit/mg enzim)
o

1 2 3
Yikama sayisi

Sekil 17. (a) Ureaz@p(PEI), (b) Ureaz@CMC ve Ureaz@Dekstran kriyojel sistemlerinden
enzim sizintis1 ¢aligmalar1 [Calisma kosullari: 5 mL pH 7,0 sodyum fosfat tamponu, 25 °C,

I mL 100 mM substrat, 1 mL 4 mg/mL 4-NP].
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Enzim s1zintis1 ¢aligmalariyla baglantili olarak hesaplanan immobilizasyon verimi ve
immobilizasyon etkinligi degerleri a-Glu enzimi immobilize edilmis sentetik kriyojel
sistemleri i¢in Tablo 2’de verilmistir. Enzim sizintis1 deneylerinden elde edilen verilerle a-
Glu@kriyojel sistemlerinin %immobilizasyon verimi hesaplamalar1 karsilik gelen esit
miktarlardaki serbest enzimin aktivitesi %100 varsayilarak yapilmistir. Burada,
%immobilizasyon verimi hesaplamalar1 III yikama sonunda enzim@kriyojel sisteminden
sizan toplam enzim miktaria gore yapilmistir. Genel olarak a-Glu@kriyojel sistemlerinde
immobilizasyon i¢in kullanilan enzim miktar1 arttik¢a sistemlerin immobilizasyon veriminin
diistiigii gézlenmistir. Enzim sizintis1 ¢aligmalarindan hesaplanan ve Tablo 2°de 6zetlenen
%immobilizasyon verimi degerleri nétral a-Glu@p(HEMA)-1, a-Glu@p(HEMA)-2 ve a-
Glu@p(HEMA)-3 kriyojel sistemleri igin sirasiyla %91£1, %85+2 ve %79+3 olarak
hesaplanitken, o-Glu@p(AAm)-1, a-Glu@p(AAm)-2 ve ao-Glu@p(AAm)-3 kriyojel
sistemleri icin sirasiyla %9742, %93+2 ve %80+2 olarak hesaplanmistir. Anyonik o-
Glu@p(AMPS)-1, o-Glu@p(AMPS)-2 ve a-Glu@p(AMPS)-3 kriyojel sistemleri igin
%immobilizasyon verimi degerleri sirastyla %96+1, %92+1 ve %78+2 olarak hesaplanirken,
katyonik a-Glu@p(APTMACI)-1, o-Glu@p(APTMACI)-2 ve a-Glu@p(APTMACI)-3
kriyojel sistemleri iginde bu degerler sirastyla %97+1, %92+1 ve %75+3 olarak benzer
davraniglar gostermislerdir. Anyonik a-Glu@p(AMPS) ve katyonik a-Glu@p(APTMACI)
kriyojel sistemlerinde elde edilen yiiksek %immobilizasyon verimi degerlerine ragmen,
anyonik AMPS ve katyonik APTMACI monomerlerinden sentezlenen a-Glu@p(Amfoter)-
1, a-Glu@p(Amfoter)-2 ve a-Glu@p(Amfoter)-3 kriyojel sistemleri i¢cin %immobilizasyon
verimi degerleri sirastyla %8344, %6843 ve %46+5 olarak hesaplanmistir. Sicaklik duyarl
a-Glu@p(NIPAM)-1, a-Glu@p(NIPAM)-2 ve a-Glu@p(NIPAM)-3 kriyojel sistemleri i¢in
ise immobilizasyon verimi degerleri sirasiyla %89+3, %8542 ve %7245 olarak

hesaplanmustir.
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Tablo 2

a-Glu@kriyojel sistemleri i¢in hesaplanan %immobilizasyon verimi ve %immobilizasyon

etkinligi degerlerinin karsilagtirilmasi

Kriyojel immol?ili.zz(:syon Enzim miktar immoobil.ivz.aﬁyon
verimi % (mg/g) etkinligi %

o-Glu@wp(HEMA)-1 91+1 0,12+0,03 92+2
o-Glu@wp(HEMA)-2 85+2 0,22+0,04 85+2
a-Glu@p(HEMA)-3 7943 0.41+0,03 8644
a-Glu@p(AAm)-1 9742 0.25+0,02 8143
o-Glu@p(AAm)-2 93+1 0,48+0,05 59+2
o-Glu@p(AAm)-3 80+2 0,82+0,04 48+2
o-Glu@p(AMPS)-1 96+1 0,30+0,03 61+2
a-Glu@p(AMPS)-2 9241 0,58+0,04 5241
o-Glu@p(AMPS)-3 78£2 0,99+0,05 37+1
a-Glu@p(APTMACI)-1 97+1 0,24+0,03 5042
o-Glu@p(APTMACI)-2 92+1 0,45+0,04 34+1
o-Glu@wp(APTMACI)-3 7543 0,74+0,03 26+1
a-Glu@p(Amfoterik)-1 83+4 0,15+0,02 91+2
a-Glu@p(Amfoterik)-2 68+3 0,24+0,02 76+3
a-Glu@p(Amfoterik)-3 46+5 0,32+0,02 57+5
a-Glu@p(NIPAM)-1 89+3 0,28+0,03 663
a-Glu@p(NIPAM)-2 85+2 0,54+0,06 57+1
a-Glu@p(NIPAM)-3 7245 0,91+0,03 40+1

Enzim s1zintis1 ve immobilizasyon verimi hesaplamalarindan elde edilen veriler ile 1
gram kriyojel igerisinde immobilize edilmis enzim miktar1 mg olarak hesaplanmis ve Tablo
2’de verilmistir. Buna gore immobilizasyon i¢in kullanilan enzim ¢o6zeltisinin miktari
arttikca immobilize edilmis enzim miktarmmn arttig1 belirlenmistir. Iimmobilizasyon verimi

ylizdesinin azalmas1 immobilize edilecek enzim miktarinin artmasi ile kriyojel ag yapisinda
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sizintinin artmasi ile orantilidir. Ayrica kullanilan kriyojel yapisinda yiizeye tutunan enzim
miktarinin immobilizasyon i¢in kullanilan enzim c¢ozeltisi miktarinin artmasi ile dogru

orantili olarak enzim sizintisinin daha fazla olabilecegi sonucuna varilmstir.

Immobilizasyon veriminden farkli olarak, immobilizasyon etkinligi terimi, esit
miktarda serbest enzime gore immobilize edilmis enzim aktivitesinin yiizdesini tanimlamak
icin kullanilir (Boudrant vd., 2020; Sheldon ve van Pelt, 2013). %100 immobilizasyon
verimi ve %0 immobilizasyon etkinligi, tiim enzimlerin destege immobilize oldugu, ancak
herhangi bir nedenle enzimin deaktivasyonu veya erisilemezligi nedeniyle aktivite
gostermedigi anlamina gelir (Boudrant vd., 2020; Sheldon ve van Pelt, 2013) bu da enzim
immobilizasyonunun basarisiz oldugunun gdstergesidir. Degisik miktarlarda a-Glu enzimi
immobilize edilmis nétral p(HEMA), p(AAm), anyonik p(AMPS), katyonik p(APTMACI),
anyonik ve katyonik gruplar1 bir arada igeren p(Amfoter) ve sicaklik duyarli p(NIPAM)
kriyojelleri i¢in hesaplanan %immobilizasyon etkinligi degerleri de Tablo 2’de
Ozetlenmistir. Burada serbest enzimin hesaplanan aktivitesi %100 olarak kabul edilmis ve
enzim immobilize edilmis sistemler ile yapilan enzimatik reaksiyonlar sonucunda
hesaplanan aktivite degeri ile oranlanarak %immobilizasyon etkinligi degerleri
hesaplanmigtir. Biitiin o-Glu enzimi immobilize edilmis kriyojel sistemleri ig¢in
%immobilizasyon etkinligi degerlerinin immobilizasyon i¢in kullanilan enzimin miktarinin
artmasi ile azaldig1 gozlenmistir. Notral a-Glu@p(HEMA)-1 ve a-Glu@p(AAm)-1 kriyojel
sistemleri i¢in gozlenen %92+2 ve %81+3 immobilizasyon etkinligi degerleri anyonik o-
Glu@p(AMPS)-1 ve katyonik a-Glu@p(APTMACI)-1 kriyojel sistemleri i¢in hesaplanan
%61+2 ve %50+2 degerlerinden daha yiiksek cikmistir. a-Glu@p(Amfoter)-1, a-
Glu@p(Amfoter)-2 ve a-Glu@p(Amfoter)-3 kriyojellerinin %immobilizasyon etkinligi
degerleri, karsilik gelen esit miktarlardaki serbest enzimin aktivitesi %100 aktivite
varsayilarak hesaplanmis ve sirasiyla %91,3+1,7, %76,1£3,2 ve 9%56,8+4,9 olarak
bulunmustur. Bu degerler sicaklik duyarl a-Glu@p(NIPAM)-1, a-Glu@p(NIPAM)-2 ve a-
Glu@p(NIPAM)-3 kriyojel sistemleri i¢cin pH 6,8 ve 37 °C’de gerceklestirilen enzimatik
reaksiyonlar sonucu sirastyla %66+3, %571 ve %40+1 olarak hesaplanmistir. Enzim

s1zintis1 ve immobilzasyon verimi hesaplamalarindan sonra ilgili p(HEMA), p(AAm)

Dogal polimerler olan CMC ve Dekstran’dan sentezlenen kriyojeller igerisinde

immobilize edilen Ureaz enziminin sistemden sizmasmin incelenmesi igin yapilan
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caligmalara ait grafik Sekil 17 (b)’de verilmistir. Buna gore yapilan ¢alismada, yikama
sayisinin artmasi ile sistemden sizan enzim miktarinin azaldig: anlasilmistir. Ureaz@CMC
kriyojel sistemlerinde I., II. ve III. yikama ¢ozeltileri ile yapilan enzimatik reaksiyonlar
sonucu elde edilen aktivite degerleri sirasiyla 9,8+0,9, 5,3+0,8 ve 2,44+0,6 Unit/mg enzim
olarak hesaplanmustir. Benzer sekilde Ureaz@Dekstran kriyojel sistemlerinin de yikama
cozeltilerinin kullanilmasi ile yapilan reaksiyonlarda I., II. ve III. yikama ¢ozeltileri igin

aktivite degerleri sirasiyla 7,2+1,2, 3,4+0,4 ve 1,8+0,1 olarak hesaplanmistir.

%immobilizasyon etkinliginde immobilizasyon i¢in kullanilan enzim miktarindaki
artis ile gozlenen azalma, kriyojel ag1 i¢indeki enzimlerin kiimelenmesinden ve kriyojel
gozenek duvarlart icine gdmiilmesinden dolay1 enzimatik aktivitenin kaybi1 veya tasiyici
matriks i¢inde kiimelenmis enzimlere substrat molekiillerinin erisememesi ile aciklanabilir
(Boudrant vd., 2020). Bir baska deyisle, kullanilan kriyojellerin gézenek duvarlar1 iginde
daha yiiksek miktarlarda enzim hapsedilmesi, kiimelenme nedeniyle aktif bdlgelerin
isgal/bloke edilmesiyle enzimatik aktivitelerin azaltilmis olabilecegi sonucuna varilmistir.
Kriyojellerin iyonik yapisi ortamin pH'ma bagh sisme kapasitesini etkileyebileceginden ve
anyonik p(AMPS) ve katyonik p(APTMACI) kriyojellerinin yiikleri ve yiik olusturma
kapasitesi ortamin pH'ma ve iyonik giicline baglidir (Drozdov ve Christiansen, 2015).
Enzimatik reaksiyon sartlarinda, pH 6,8'de, gerceklestiren a-Glu enzimi immobilize edilen
notral p(HEMA) ve p(AAm) kriyojellerinin, a-Glu enzimi immobilize edilen anyonik
p(AMPS) ve katyonik p(APTMACI) kriyojellerine gdére daha yiliksek %immobilizasyon

etkinligi gostermesi bu sekilde agiklanabilir.

Ureaz enzimin immobilize edildigi sentetik PEI, dogal polimer CMC ve Dekstran
kriyojelleri i¢cin %immobilizasyon verimi ve etkinligi degerleri Tablo 3’te karsilagtirilmigtir.
Enzim sizintist deneylerinden elde edilen verilerle Ureaz@kriyojel —sistemlerinin
%immobilizasyon verimi hesaplamalar1 karsilik gelen esit miktarlardaki serbest enzimin
aktivitesi %100 varsayilarak yapilmistir. Burada, %immobilizasyon verimi hesaplamalari IT1
yikama sonunda Ureaz@kriyojel sisteminden s1zan toplam enzim miktarina gére yapilmistir.
Ureaz@PEI kriyojelleri enzim sizintis1 galismalarindan elde edilen sonuglar ile hesaplanan
%immobilizasyon verimi degerleri Ureaz@PEI-1, Ureaz@PEI-2 ve Ureaz@PEI-3 kriyojel

sistemleri icin sirastyla %92+1, %9142 ve %8843 olarak hesaplanmis ve immobilizasyon
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icin kullanilan enzim miktar1 arttikga %immobilizasyon verimin azalmasina ragmen
hazirlanan Ureaz@PEI kriyojel sistemleri i¢in yaklasik %90 civarinda immobilizasyon
verimi elde edilmistir. Immobilizasyon icin kullanilan enzim miktar1 arttik¢a
%immobilizasyon verimliliginin diismesinin sebebi olarak immobilizasyon sirasinda yiizeye
tutunmus olan enzim miktarinin artmasi ve yiizeye tutunmus olan enzimlerin sistemden daha
kolay sizmas: olarak diisiiniilmiistiir. Immobilizasyon etkinligi degerleri immobilize edilmis
enzim miktarinin artmas1 ile arttifi gozlenmistir. Ureaz@PEI-1, Ureaz@PEI-2 ve
Ureaz@PEI-3 kriyojel sistemleri i¢in %immobilizasyon etkinligi degerleri sirastyla %89+2,
%90+3 ve %92+4 olarak hesaplanmistir. Immobilizasyon etkinligi degerlerinin de
immobilize edilmis enzim miktar1 ile artmasinin sebebi PEI kriyojel yapisinin i¢cinde daha

fazla enzim olmasi ile agiklanmigtir.

Tablo 3

Ureaz@kriyojel sistemleri i¢in hesaplanan %immobilizasyon verimi ve %immobilizasyon

etkinligi degerlerinin karsilastirilmasi

Kriyojel immol?ili.z?syon Enzim miktar immo.bil.ivz.aﬁyon
verimi % (mg/g) etkinligi %
Ureaz@PEI-1 92+1 1,440,1 89+2
Ureaz@PEI-2 9142 2,9+0,3 90+3
Ureaz@PEI-3 88+3 5,5+0,6 92+4
Ureaz@CMC 94+1 19,5+1,1 37+4
Ureaz@pDekstran 96+1 12,1+1,4 44+3

Ureaz enziminin immobilize edildigi dogal polimerlerden hazirlanan CMC ve
Dekstran kriyojel sistemleri i¢in immobilizasyon verimi her iki sistem ic¢inde %90’1n
iizerinde elde edilmistir. Ureaz@CMC kriyojel sistemi i¢in immobilizasyon verimi %941,
Ureaz@Dekstran kriyojelleri icin ise %96+1 olarak bulunmustur. Bu kadar yiiksek
immobilizasyon verimi elde edilmesine ragmen hazirlanan sitemler icerisinde elde edilen en
yiiksek immobilizasyon etkinligi degerleri aym1 miktardaki serbest Ureaz enziminin
aktivitesine gore sirastyla %3444 ve %44+3 olarak Ureaz@CMC ve Ureaz@Dekstran

kriyojel sistemleri i¢in dl¢iilmiistiir.
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4.4. Serbest ve immobilize edilmis enzim sistemlerinin enzimatik aktivitelerinin

enzim miktari, sicaklik ve pH ile degisimi

Serbest enzim ve esit miktarda enzim igeren enzim@kriyojel sistemlerinin ilgili
enzimatik reaksiyonlarda gosterdikleri enzimatik aktivitelerde enzim miktari, inkiibasyon

zamani, sicaklik ve pH gibi faktorlerin etkileri incelenmis ve karsilastirilmigtir.

4.4.1. o-Glu@kriyojel sistemlerinin enzimatik aktivitelerinin enzim miktari,

sicaklik ve pH ile degisimi

Serbest 0-Glu enzimi ve o-Glu enzimi immobilize edilmis ndtral p(HEMA),
p(AAm), anyonik p(AMPS), katyonik p(APTMACI), hem anyonik hem de katyonik gruplar
iceren p(Amfoter) ve sicaklik duyarli p(NIPAM) kriyojellerinin enzimatik aktivitelerinin
karsilastirilmalar1 yapilmistir. Enzimatik reaksiyonlar, 0,5 mL 4-NPG substrat ¢ozeltisi ve 5
mL pH 6,8 potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi kullanilarak 37 °C’de 20 dk’da
gerceklestirilmistir. Serbest ve immobilize edilmis a-Glu enzimlerinin aktivitesi Sekil 3’te

verilen enzim-4-NPG reaksiyonunun 4-NP iiriinii izlenerek ol¢iilmiistiir.

o-Glu@p(HEMA) Kkriyojel sistemlerinin enzimatik aktivitelerinin enzim

miktari, sicaklik ve pH ile degisimi

Farkli miktarda enzim iceren a-Glu@p(HEMA) kriyojellerinin aktivitesi
hesaplanmis ve ayni miktarda serbest enzim ile karsilastirilmistir ve karsilik gelen grafik
Sekil 18 (a)'da verilmistir. Hazirlanan enzim stok ¢ozeltisinin aktivitesi 20, 40 ve 80 puL
enzim ¢ozeltileri igin sirastyla 0,065+0,003, 0,031+0,002 ve 0,015+0,003 Unit/mL enzim
olarak hesaplanmistir. immobilize edilen enzim miktarindaki artisla birlikte hem serbest hem
de immobilize edilmis a-Glu enzimlerinin aktivitelerinde azalma oldugu agiktir. a-
Glu@p(HEMA)-1 kriyojellerinin aktivitesi 0,06 Unit/mL enzim olarak 6l¢iiliirken, aktivite

degerlerinin immobilizasyon sirasinda kullanilan enzim ¢ozeltisinin hacminin artmasiyla
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azaldig1 ve a-Glu@p(HEMA)-2 ve a-Glu@p(HEMA)-3 kriyojelleri i¢in sirastyla 0,028 ve
0,012 Unit/mL enzimi oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 18. Degisik miktarlarda enzim igeren a-Glu@p(HEMA) kriyojellerinin ve esit
miktarda serbest enzimin (a) aktivite ve (b) %aktivite degerlerinin karsilastirilmasi. [Calisma

kosullart: 5 mL pH 6,8 potasyum fosfat tamponu, 37 °C, 0,5 mL 10 mM substrat].

Hem serbest hem de immobilize edilmis enzim aktivitesindeki azalma, enzimin aktif
bélgesinin ayni substrat i¢in yarisma egilimi ile agiklanabilir. immobilize edilmis enzimlerin
miktarlarindaki daha fazla artig, kapali bir alanda asir1 kalabalik enzimler nedeniyle enzim
kiimelesmelerine yol acarak, substrat icin aktif bdlgeleri azaltmis ve aktiviteyi
diistirebilecegi ongoriilmektedir (Wang vd., 2013). Serbest ve immobilize edilmis enzimlerin
aktivite yilizdesindeki azalma da Sekil 18 (b)'de karsilastirilmistir ve goriildiigii gibi a-
Glu@p(HEMA)-1, a-Glu@p(HEMA)-2, ve a-Glu@p(HEMA)-3 kriyojelleri, esit serbest
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enzim miktara gore sirastyla %92,3+1.,4, %84,8+1,9 ve %85,7+2,1 olarak aktivitelerini

korumustur.

Inkiibasyon siiresi, pH ve sicakligin a-Glu@p(HEMA) kriyojellerinin %aktivitesine
etkisinin aragtirilmasi ve serbest enzim ile karsilastirilmasi i¢in en yiiksek aktivite yiizdesine
sahip oldugu gozlenen a-Glu@p(HEMA)-1 kriyojel sistemleri kullanilmistir. Enzimatik
aktiviteye inkiibasyon siiresinin etkisinin arastirilmasi i¢in yapilan ¢aligmaya ait grafik Sekil
19 (a)’da verilmistir. Serbest enzimler, 5, 10, 20, 30, 45 ve 60 dakikalik siirelerde substrat
cozeltisi eklenmeden 6nce pH 6,8 5 mL potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi i¢inde ve 37°C'de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi 10 dakikaya kadar serbest enzimlerin %aktivitesinin
artt1g1, inkiibasyon siiresinin bundan arttirilmasiyla %aktivitenin azaldigi gozlenmistir.
Benzer sekilde, a-Glu@p(HEMA)-1 kriyojel sistemleri de 5, 10, 20, 30, 45 ve 60 dakikalik
siirelerde substrat ¢ozeltisi eklenmeden once pH 6,8 5 mL potasyum fosfat tampon
cozeltisinde ve 37°C'de inkiibe edilmistir. Sekil 18 (a)'da goriilebilecegi gibi, a-
Glu@p(HEMA)-1 kriyojeller i¢in, 10 dakikalik inkiibasyon siiresi neticesinde maksimum
aktivite gozlemlenmistir ve bu nedenle, a-Glu@p(HEMA)-1 kriyojelleri i¢in optimum
inkiibasyon stiresi 37°C'de 10 dakika olarak kabul edilmistir. Enzimlerin depolanmasi i¢in
gereken 5 °C ve altindaki sicakliklarda ve enzimlerin optimum reaksiyon kosullarinda ¢ok
fazla kaldiklarinda bile aktivitelerini kaybedebilecek kadar hassas katalizorler olmasi ile
inkiibasyon siiresinin artmasiyla aktivitede meydana gelen azalma agiklanabilir

(Worthington vd., 2016).
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Sekil 19. a-Glu@p(HEMA)-1 kriyojellerinin ve esit miktarda serbest enzimin %aktivitesi
iizerinde (a) inkiibasyon siiresi, (b) sicaklik ve (c) pH parametrelerinin etkisi. [Calisma

kosullar:: 5 mL pH 6,8 potasyum fosfat tamponu (Sicaklik), 37 °C (pH), 0,5 mL 10 mM

substrat].

Enzimatik reaksiyonlar dahil her tiirlii reaksiyon i¢in reaksiyon sicakligi ¢cok dnemli
oldugundan, a-Glu@p(HEMA)-1 kriyojel sistemleri i¢in reaksiyon sicakliginin etkisi pH 6,8
potasyum fosfat tamponunda 15, 30, 37, 45 ve 60 °C ortam sicaklifinda incelenmis ve
sonuclar Sekil 19 (b)’de ayn1 miktarda serbest enzimle karsilastirilmistir. Buna gére, hem
serbest a-Glu hem de a-Glu@p(HEMA)-1 kriyojel sistemleri i¢in optimum c¢alisma
sicakliginin 37 °C oldugu goriilmiistiir. Ayrica a-Glu@p(HEMA)-1 kriyojel sistemlerinin
aktivite ylizdelerinin, 30 °C'de %40+2,5’in1 olarak korurken, bu deger 15 °C'de %17+1,3'e
diismiistiir. Serbest a-Glu enzimleri ise 30 ve 15 °C'de aktivitelerinin sirasiyla %26+2,1 ve

%8+0,7’sini korumustur. Bununla beraber reaksiyon ortaminin sicakligi 45 ve 60 °C’ye
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cikarilldigi zaman, hazirlanan a-Glu@p(HEMA)-1 kriyojellerinin %aktivitesi sirasiyla
%351+2,2 ve 20+1,8 olarak gozlenirken, serbest a-Glu enzimleri ayni reaksiyon kosullarinda

strastyla %32+2,6 ve %6+0,6 gibi daha diislik aktivite yiizdesi gostermistir.

Ozetle, serbest a-Glu veya a-Glu@p(HEMA)-1 kriyojel sistemleri i¢in optimum
sicakliktan, 37 °C'den, normal sentetik katalizorler i¢in yaygin bir durum oldugu gibi,
aktivite ytiizdesi i¢in daha yliksek degerlere kayma yoktur. Ayrica, a-Glu enzimlerinin
p(HEMA) kriyojellerine hapsedilmesinin, bu enzim sisteminin termal dayanikliligini serbest
a-Glu enzimine goére biraz daha arttirdifi goézlenmistir. Bu, p(HEMA) kriyojellerinin
gozenekleri ve gdzenek duvarlari i¢cinde tutulan a-Glu enzimlerinin, 6rnegin sicaklik gibi
zorlu kosullara karst korunabilmesi, a-Glu enzimlerinin aktif yapisin1 saglam bir sekilde

daha kararli hale getirmesi ile agiklanabilir (Fan vd., 2016; Pan vd., 2009).

Enzimatik reaksiyonlarda inkiibasyon siiresi ve sicaklik kadar ortamin pH'1 da ¢ok
onemlidir. Bu nedenle, reaksiyon pH'inin a-Glu@p(HEMA)-1 kriyojellerinin ve serbest a-
Glu enzimlerinin %aktivitesi lizerindeki etkisi pH 4,0-9,0 araliginda ve 37 °C reaksiyon
sicakliginda yapilan enzimatik reaksiyonlar ile karsilagtirilmis ve Sekil 19 (c)'de verilmistir.
Enzimatik reaksiyon ortam pH’min a-Glu@p(HEMA)-1 kriyojel sistemleri ve esit
miktarlarda serbest enzimin %aktivitesi lizerindeki etkisi incelendiginde a-Glu enziminin
p(HEMA) kriyojeli icerisinde immobilizasyonu ile optiumum ¢alisma pH’1nin degismedigi
gozlenmistir. Serbest a-Glu ve immobilize edilmis a-Glu enziminin %aktivite degerinin
daha yiiksek pH degerlerine kiyasla pH 4,0, 5,0 ve 6,0 potasyum fosfat tamponlarinda daha
diisiik oldugu gozlenmistir. Ilging olarak, daha yiiksek ¢ozelti pH'larinda, a-
Glu@p(HEMA)-1 kriyojelleri, pH 8,0 ve 9,0'da serbest enzimlerden ¢ok daha yiiksek
%aktivite sergilemistir. Ayrica pH 7,0 ile 8,0 arasinda, immobilize edilmis enzimlerin
%aktivite degerlerinde ¢ok az degisiklik vardir. Ornegin, a-Glu@p(HEMA)-1 kriyojel
sistemleri pH 7,0'da 9%9244,5 aktivite degerlerine sahipken, pH 8,0'da aktivitesinin

%91+£3,8’in1 korumustur.

Ozetlemek gerekirse, p(HEMA) kriyojeli igerisinde immobilize edilen a-Glu enzimi,

pH 8,0 ve 9,0'da serbest a-Glu enzimine kiyasla daha yiiksek enzim %aktivite gdstermistir.
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Bu a-Glu enziminin daha yiiksek bir pH aralifinda reaksiyona girmesini saglayabilir.
Yiiksek pH degerlerinde, immobilize edilmis enzimlerin serbest enzimlere gore daha yiiksek
aktivite gostermesi, p(HEMA) kriyojellerinin yapisindaki hidroksil ve karbonil gruplar gibi
baz1 fonksiyonel gruplarin ¢evresinde immobilize edilmis a-Glu enzimlerini pH
degisikliklerine kars1 direncli hale getirmesine baglanabilir (Deng vd., 2005; Liu vd., 2017).
Ayrica immobilize enzimlerin daha genis bir ¢alisma pH araliginda yiiksek aktivite
gostermesi enzimlerin immobilizasyon yoluyla daha kararli yapilara dontistiiriilmesinden
dolay1 olabilecegi literatiirde de bildirilmistir (Deng vd., 2005; Liu vd., 2017). Ek olarak,
destek malzemesinin bir iyon degistirici olarak hareket etme yetenegi, enzimlerin yiiksek
aktivitede ¢alisabildigi reaksiyon ortamindaki pH'dan 6nemli 6lgiide farkli olabilen bir pH

iireten bir "kati tampon" olarak hareket etmesi de 6nemli bir rol oynar (Rodrigues vd., 2013).

o-Glu@p(AAm), o-Glu@p(AMPS) ve a-Glu@p(APTMACI) Kkriyojel

sistemlerinin enzimatik aktivitelerinin enzim miktari, sicaklik ve pH ile degisimi

a-Glu enzimi, glikoz ve 4-NP molekiilleri olugturmak i¢in 4-NPG molekiiliindeki a-
1,4 baglarim1 kirar. Daha sonra, iretilen 4-NP molekiiliiniin 400 nm'de UV-Vis
spektroskopisi ile dlgiilen absorbans degerinden enzimin katalitik aktivitesi takip edilmistir.
Reaksiyonlar, pH 6,8 potasyum fosfat tampon ¢ozeltisinde 37 °C'de 20 dakika siireyle
gergeklestirilmistir. Serbest a-Glu enziminin enzimatik aktivitesi 20, 40 ve 80 pL igin
sirasiyla 0,055+0,003, 0,041+0,002 ve 0,027+0,003 Unit/mL enzim olarak hesaplanmis ve
karsilik gelen grafik Sekil 20 (a)'da verilmistir. Ayrica nétral p(AAm), anyonik p(AMPS)
ve katyonik p(APTMACI) kriyojelleri igerisinde immobilize edilen enzim miktarinin
enzimatik aktivite iizerindeki etkisi de arastirilmis ve Sekil 20 (a)'da verilmistir. o-
Glu@p(AAm), o-Glu@p(AMPS) ve o-Glu@p(APTMACI) kriyojellerinin enzimatik
aktivitesinin, immobilize edilen enzim miktarindaki artigla azaldigi gozlenmistir. o-
Glu@p(AAm)-1, o-Glu@p(AAm)-2 ve o-Glu@p(AAm)-3 kriyojellerinin enzimatik
aktiviteleri pH 6,8 ve 37 °C'de gerceklestirilen reaksiyonlarda sirasiyla 0,044+0,002,
0,024+0,001 ve 0.013£0,001 Unit/mL enzim olarak hesaplanmistir. Ayrica a-
Glu@p(AMPS)-1, o-Glu@p(AMPS)-2 ve o-Glu@p(AMPS)-3 kriyojellerinin enzimatik
aktivitesi pH 6,8 ve 37 °C'de gerceklestirilen enzimatik reaksiyonlar sonrasinda sirasiyla

0,034+0,001, 0,021£0,001 ve 0,010+£0,001 Unit/mL enzim olarak hesaplanmistir. Benzer
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sekilde, katyonik p(APTMACI) kriyojelleri i¢in de immobilize edilen enzim miktarindaki
artis, pH 6,8 ve 37 °C’deki enzimatik aktiviteyi a-Glu@p(APTMACI)-1, o-
Glu@p(APTMACI)-2 ve a-Glu@p(APTMACI)-3 sistemleri igin sirastyla 0,028+0,001 ila
0,014+0,001 ve 0,007+£0,0001 Unit/mL enzim seviyesine azaltmistir.
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Sekil 20. Degisik miktarlarda enzim iceren oa-Glu@p(AAm), a-Glu@p(AMPS) ve a-
Glu@p(APTMAUCI) kriyojelleri ile esit miktarda serbest enzimin (a) aktivite ve (b) %aktivite
degerlerinin karsilastirilmasi. [Calisma kosullari: 5 mL pH 6,8 potasyum fosfat tamponu, 37
°C, 0,5 mL 10 mM substrat].

Farkli kimyasal yapiya sahip kriyojeller i¢indeki serbest ve hapsedilmis enzimlerin
%aktivite degerleri de karsilagtirilmis ve Sekil 20 (b)'de sunulmustur. Her bir miktar i¢in
serbest enzimin enzimatik aktivite degerleri %100 olarak kabul edilmistir. Optimum ¢aligma

kosullarinda en yiiksek enzimatik aktivite, 0,055+0,003 Unit/mL ile 20 pL serbest enzim
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cozeltisi i¢in gdzlenmis ve %100 olarak kabul edilmistir. Serbest a-Glu enziminin aktivite
yiizdesi, enzim ¢dzeltilerinin miktarindaki artisla azalmistir. Ornegin enzim ¢dzeltilerinin
hacimleri 40 ve 80 pL'ye yiikseltildiginde sirasiyla %75,9+2,8 ve %49,6+3,3 enzimatik
aktiviteler ol¢lilmiistiir. Benzer sekilde, her a-Glu@p(AAm)-1, a-Glu@p(AMPS)-1 ve a-
Glu@p(APTMACI)-1 kriyojel sistemlerinin esit miktarda enzim i¢eren formlar1 igin serbest
enzimin optimum ¢alisma kosullarinda %aktivite degerleri sirasiyla %80,9+3,5, %61,5+2,2
ve %50,9£3,1 olarak hesaplanmistir. P(AAm), p(AMPS) ve p(APTMACI) kriyojelleri i¢inde
immobilize edilmis a-Glu enziminin miktarinin artmasi, sistemin %aktivitesinde azalmaya
neden olmustur. Esit miktarda enzim igeren p(AAm), p(AMPS) ve p(APTMACI)
kriyojellerinin %aktivite degerleri karsilagtirildiginda, o-Glu@p(AAm)-1 kriyojellerinin
aktivite yiizdesi %80,94+3,5 olarak hesaplanmis ve %61,5+£2,2 aktivite gosteren o-
Glu@p(AMPS)-1 ile %50,9+3,1 aktivite gosteren a-Glu@p(APTMACI)-1 kriyojellerinden
daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

Serbest a-Glu enzimi ve a-Glu@p(AAm)-1, o-Glu@p(AMPS)-1 ve a-
Glu@p(APTMACI)-1 kriyojellerinin inkiibasyon siiresinin %aktivitesine etkisi pH 6,8
potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi 37 °C'de optimum enzimatik reaksiyonun sartlandirilmasi
icin gereken siireyi belirlemek igin de arastirilmistir. Inkiibasyon siiresinin %aktivite
tizerinde etkisini degerlendirmek icin 20 pL enzim ¢ozeltisi ve a-Glu@p(AAm)-1, a-
Glu@p(AMPS)-1 ve a-Glu@p(APTMACI)-1 kriyojelleri kullanarak, ayni kosullarda 30
dk’ya kadar inkiibe edilmis ve belirlenen optimum inkiibasyon siirelerine ait grafik Sekil 21
(a)’da verilmistir. Sekil 21 (a)’da 0,05540,003 Unit/mL enzim aktivite ile 10 dk inkiibasyon
stiresinde serbest a-Glu enzimi i¢in en yiiksek enzimatik aktivite gdzlenmis ve bu deger
%100 olarak kabul edilmistir. Diger taraftan, a-Glu@p(AAm)-1, a-Glu@p(AMPS)-1 ve a-
Glu@p(APTMACI)-1 kriyojel sistemleri icin maksimum %aktivite degerleri, 15 dk
inkiibasyon siiresinde gozlemlenmistir. inkiibasyon siiresi 15 dk’y1 gectikten sonra, o-
Glu@p(AAm)-1, a-Glu@p(AMPS)-1 ve a-Glu@p(APTMACI)-1 kriyojellerinin %aktivite

degerlerinin ¢ok az miktarda azaldig1 goriilmiistiir.
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Sekil 21. a-Glu@p(AAm)-1, a-Glu@p(AMPS)-1 ve a-Glu@p(APTMACI)-1 kriyojelleri ile
esit miktarda serbest enzimin (a) maksimum aktiviteye ulagsmasi i¢in gerekli siire, (b)
%aktivite lizerinde sicaklik ve (¢) pH parametrelerinin etkisi. [Calisma kosullari: 5 mL pH

6,8 potasyum fosfat tamponu (Sicaklik), 37 °C (pH), 0,5 mL 10 mM substrat].

Daha yiiksek enzimatik aktivite gosteren 20 pL serbest a-Glu enzim ¢ozeltisi ve esit
miktarda enzim igeren a-Glu@p(AAm)-1, a-Glu@p(AMPS)-1 ve a-Glu@p(APTMACI)-1
kriyojel sistemleri, ¢ozelti pH'inin %aktivite tizerindeki etkisinin belirlenmesi ¢alismalarinda
kullanilmistir. Bu amagla, enzimatik reaksiyon ortaminin pH'" 4,0, 5,0, 6,0, 6,8, 8,0 ve 9,0'a
ayarlanmigtir. Serbest o-Glu ve o-Glu@p(AAm)-1, a-Glu@p(AMPS)-1 ve o-
Glu@p(APTMACI)-1 kriyojel sistemlerinin %aktivitesi lizerindeki pH'in etkisi Sekil 21
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(b)'de verilmistir. Enzimatik reaksiyon ortam pH'inin serbest a-Glu enziminin %aktivitesine
etkisi, 37 °C'de 20 uL enzim ¢ozeltisi kullanilarak gerceklestirilmistir. Serbest a-Glu enzimi
icin en ytiksek aktivite degeri pH 6,8'de gézlenmis ve %100 aktivite olarak kabul edilmistir.
Bunun yaninda, pH'n 6,0'dan daha diisiik degerlere inilmesinin serbest a-Glu enzimi i¢in
onemli enzim aktivitesi kaybina neden oldugu ve pH 6, 5 ve 4'te gérevini neredeyse yerine
getirememesine neden oldugu gozlenmistir. Ayrica, pH 8,0 ve 9,0'da serbest a-Glu
enziminin %aktivitesi sirastyla %37,9+1,3 ve %12,4+0,6 olarak gozlenmistir. Serbest a-Glu
enziminin diisiik pH seviyelerine (<6,0) kiyasla pH 8,0'da aktivitesinin yaklasik %40'in1
koruyabildigi gozlenmistir. Ote yandan, o-Glu enziminin nétral p(AAm), anyonik p(AMPS)
ve katyonik p(APTMACI) kriyojellerinin igerisinde immobilize edilmesi, ekstrem pH
degerlerinde dayaniklilik artis1 saglamigtir. Sekil 21 (b)'de gosterildigi gibi, pH 6,8'de,
serbest enzim ile hemen hemen ayni1 %aktivite sergileyen a-Glu@p(AAm)-1 kriyojelleri i¢in
farkli pH degerlerinde de serbest enzime gore daha yiliksek %aktivite gézlenmistir. o-
Glu@p(AAm)-1 kriyojel sistemleri pH 6,0, 5,0 ve 4,0 gibi diisik pH degerlerinde
aktivitesinin yaklasik %40’ 11 korurken serbest a-Glu enzime gore yaklasik 4 kat daha fazla
aktivite sergilemistir. Ayrica, a-Glu@p(AAm)-1 kriyojellerinin pH 8,0 ve 9,0’da sirasiyla
%83.,2+2,7 ve %40,0+3,2 aktivitesi aynt pH degerlerindeki serbest a-Glu enziminden
yaklasik 2 ve 4 kat daha yliksektir. Serbest enzim i¢in sadece %37,9+1,3 aktivite gozlenen
pH 8'de a-Glu@p(AMPS)-1 kriyojellerinin %100 aktivite gosterdigi gézlenmistir. Bunula
beraber, a-Glu@p(AMPS)-1 kriyojelleri igin sirasiyla pH 6,8, 6,0, 5,0 ve 4,0 degerlerinde
%60,243,9, %53,3+2.4, %40,8£1,9 ve %40,743,1 aktivite degerleri gozlenmistir. a-Glu
enziminin immobilizasyonu i¢in anyonik p(AMPS) matrisinin kullanilmasi, a-Glu ig¢in
optimum pH degerlerini 6nemli 6l¢iide gelistirmis ve optimum ¢aligma pH’1n1 serbest a-Glu
enziminin 6nemsiz katalitik aktivite sergiledigi pH 8,0 degerlerine kaydirarak daha yiiksek
¢ozelti pH'larinda enzimatik aktiviteyi 6nemli dl¢iide 1yilestirmistir. Bunlarla beraber, a-Glu
enziminin katyonik p(APTMACI) kriyojelleri i¢inde immobilize edilmesi ile serbest enzim
icin pH 6,8 olan optimum c¢alisma pH’1inin pH 5,0’a kaydig1 gozlenmistir. Serbest enzim igin
%11,8+1,3 aktivite gozlenen pH 5,0’da, a-Glu@p(APTMACI)-1 kriyojelleri i¢in %100
aktivite gozlenmistir. Ayrica, a-Glu@p(APTMACI)-1 kriyojellerinin pH 4,0’da bile
aktivitesinin neredeyse %60’1n1 korudugu ve bu degerin ayn1 pH'ta serbest enzimden
neredeyse 5 kat daha yiikksek oldugu agik¢a goriilmistir. o-Glu@p(APTMACI)-1
kriyojelleri, pH 6,0, 6,8, 8,0 ve 9,0'da sirasiyla %87,9+4,2, %51,9+£2.5, %49,2+3,1 ve

%36,6+1,8 aktivite gostermistir ve bu degerlerin aym1 pH degerlerindeki serbest a-Glu
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enziminin aktivitesinden, serbest enzim i¢in optimum pH degeri olan pH 6,8 disinda, daha

yliksek oldugu sonucuna varilmistir.

Ozetle, 0-Glu enziminin amit, siilfonik asit ve kuaterner amonyum gibi cesitli
fonksiyonel gruplara sahip siiper gbzenekli kriyojeller icinde immobilizasyonu ile enzimin
ekstrem pH degerlerindeki dayanikliliklar: arttirilmistir. Immobilize edilmis enzimler igin
kriyojel agindaki fonksiyonel gruplar onlara genis calisma pH araliginda bazi yararh
ortamlar sagladigindan, onlar1 pH degisikliklerine kars1 direngli kilmistir (Deng vd., 2005;
Liu vd., 2017; Worthington vd., 2016). Iyon degistirici rolii ile kat1 bir tampon gérevi goren
destek malzemelerinin iyonik yapisinin, enzimin daha yiiksek aktivite ile kolayca
calisabilecegi bir pH iiretebildigi de bildirilmistir (Rodrigues vd., 2013). Ayrica, bu
calismada kullanilan kriyojellerin farkli pH degerlerinde %100 aktivite gdstermesi, bu
kriyojel destek malzemelerinin iyonik yapisina da baglanabilir. N6tral p(AAm) kriyojeli
icerisinde immobilize edilen a-Glu enzimi, serbest enzim gibi pH 6,8'de en yiiksek aktiviteyi
gosterirken, anyonik p(AMPS) ve katyonik p(APTMACI) kriyojelleri en yiiksek aktivite
degerlerini sirastyla pH 8,0 ve pH 5,0'te gostermistir. Ayrica, bazik pH degerlerinde anyonik
jeller ve asidik pH degerlerinde katyonik jeller icin gézlenen maksimum sisme yiizdesi
(Drozdov ve Christiansen, 2015), substratin katalitik reaksiyon ic¢in genislemis kriyojel
gozeneklerine veya gozenek duvarlarina kolayca girip ¢ikabilmesine olanak saglayabilecegi
icin immobilize edilmis kriyojel sistemlerinin daha yliksek aktivite gdstermelerine katkida

bulunmustur.

Sicaklik, enzimatik reaksiyonlar i¢in optimum kosullarin belirlenmesinde de 6nemli
parametrelerden biridir. Bu nedenle, sicakligin nétral p(AAm), anyonik p(AMPS) ve
katyonik p(APTMACI) kriyojellerinde immobilize edilmis ve serbest a-Glu enziminin
aktivite ylizdesi iizerindeki etkisi incelenmis ve karsilik gelen grafik Sekil 21 (c)'de
verilmigtir. Enzimatik reaksiyon ortaminin pH degerleri, a-Glu@p(AAm)-1 kriyojel
sistemlerinin i¢in 6,8, a-Glu@p(AMPS)-1 kriyojel sistemleri i¢in 8,0 ve a-
Glu@p(APTMACI)-1 kriyojel sistemleri i¢in 5,0'e ayarlanarak, 15, 30, 37, 45 ve 60 °C
reaksiyon ortaminda, immobilize edilmis ve serbest a-Glu enziminin %aktiviteleri
karsilastirilmistir. Yapilan caligmada serbest a-Glu enzimin 37 °C’deki aktivitesi %100
olarak kabul edilmis ve %aktivitenin 30 °C'de %48,9+£3,2'yve, 15 °C'de ise yaklasik

72



%18,5+0,7'ye diiserken, 45 ve 60 °C'de serbest a-Glu enziminin aktivitesi %43,9+2.3 ve
%20,2+1,1'e distiigli gozlenmistir. Diger taraftan hazirlanan, o-Glu@p(AAm)-1, ao-
Glu@p(AMPS)-1 ve a-Glu@p(APTMACI)-1 kriyojel sistemleri i¢inde optimum g¢aligma
sicakliginin ilgili tampon pH degerlerinde 37 °C oldugu gozlenmistir. Ayrica, o-
Glu@p(AAm)-1, a-Glu@p(AMPS)-1 ve a-Glu@p(APTMACI)-1 kriyojel sistemleri igin
yliksek ve diisiik sicaklikta gozlenen aktivite degerlerinin serbest a-Glu enziminden daha

yliksek oldugu goriilmiistiir.

Bu sonuglara gore, ilgili tampon pH’larinda yapilan enzimatik reaksiyonlarda a-Glu
enziminin nétral p(AAm), anyonik p(AMPS) ve katyonik p(APTMACI) kriyojelleri
icerisinde immobilizasyonunun optimum c¢aligma sicakligina belirgin bir etkisi
gozlenmemistir. Yani hem serbest a-Glu, hem de a-Glu@p(AAm)-1, a-Glu@p(AMPS)-1
ve o-Glu@p(APTMACI)-1 kriyojel sistemleri i¢in ilgili tampon pH’larinda optimum
reaksiyon sicaklig1 37 °C olarak gézlenmistir. Enzimlerin n6tral p(AAm), anyonik p(AMPS)
ve katyonik p(APTMACI) kriyojellerinde immobilize edilmesi ile serbest enzimlere gore
farkl1 sicakliklardaki enzim dayanikliliginda en az 2 kat artis elde edilmistir. Bu,
immobilizasyon islemi ile kriyojel ag1 i¢indeki a-Glu enzimlerinin aktif taraflarinin olasi
korunmasina baglanabilir ve o-Glu enzimlerinin aktif taraflarinin bu sekilde korunmasi
sayesinde zorlu reaksiyon kosullar1 altinda nispeten daha iyi performans gostermesine neden

olur (Fan vd., 2016; Pan vd., 2009).

o-Glu@p(Amfoter) kriyojel sistemlerinin enzimatik aktivitelerinin enzim

miktari, sicaklik ve pH ile degisimi

a-Glu@p(Amfoter) kriyojellerinin ve esit miktarda serbest a-Glu enziminin
enzimatik aktivitesi maltoz gibi a-1-4 bagl sakkaritleri taklit eden kalorimetrik substrat 4-
NPG’nin, serbest enzim ve a-Glu@p(Amfoter) kriyojelleri ile reaksiyona girmesi sonucu
olusan 4-NP molekiilii takip edilerek incelenmistir. Renksiz reaksiyon ortami, enzimatik
dontistimden sonra sarimsi renge donmiis ve enzim aktivitesini 6l¢gmek i¢cin 400 nm dalga
boyunda 6l¢iilen absorbans kullanilmistir. a-Glu@p(Amfoter) kriyojelleri ve serbest a-Glu

enzimleri ile katalize edilen reaksiyon icin ¢esitli zaman araliklarinda Slgiilen absorbans
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degerleri Sekil 22 (a)'da verilmistir. Grafiklerden de goriildiigli ve tiim katalizor (serbest
veya immobilize) cesitleri reaksiyonun 20. dakikasinda maksimum absorbans degerleri
vermistir (Sigma-Aldrich, 1996). Bu nedenle, bu ¢aligmada optimum reaksiyon stiresi 20 dk
olarak kabul edilmistir ve enzimatik reaksiyonlar bu siire ile smirlandirilmistir. a-
Glu@p(Amfoter) kriyojellerin ve serbest a-Glu enzimlerinin enzimatik aktivitesi Sekil 22
(b)'de a-Glu@p(Amfoter)-1,  a-Glu@p(Amfoter)-2
Glu@p(Amfoter)-3 kriyojel sistemlerinin aktivitesi sirasiyla 0,050+0,001, 0,031+0,003 ve

karsilastirtlmistir. ve a-
0,015+0,002 Unit/mL enzim olarak hesaplanmistir ve bu degerler 20, 40 ve 80 pL serbest

enzim ¢ozeltileri i¢in sirastyla 0,055+0,003, 0,041+0,002 ve 0,027+0,003 Unit/mL enzim

olarak hesaplanmistir.
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Sekil 22. (a) a-Glu@p(Amfoter) ve serbest enzimin maksimum aktiviteye ulagsmasi igin
gerekli olan siire, (b) degisik miktarlarda enzim igeren a-Glu@p(Amfoter) kriyojelleri ile
esit miktarda serbest enzimin aktivite ve (c) %aktivite degerlerinin karsilastirilmasi.
[Caligma kosullar1: 5 mL pH 6,8 potasyum fosfat tamponu, 37 °C, 0,5 mL 10 mM substrat].
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Ayrica a-Glu@p(Amfoter) kriyojellerin ve bunlarin i¢indeki enzime esit miktarda
serbest enzimin %aktivite degerleri hesaplanmis ve sonuclar Sekil 22 (¢)'de grafik olarak
verilmistir. Burada serbest a-Glu enzimlerinin aktivitesinin %100 oldugu varsayilmis ve esit
miktarlarda enzim iceren a-Glu@p(Amfoter) kriyojel sistemleri ile %aktiviteleri
karsilagtirilmistir. Buna gore, a-Glu@p(Amfoter)-1 kriyojeller, 20 pL serbest enzim
cozeltisinin aktivitesinin %91,3+1,7’sini korudugu, ancak %aktivite degerlerinin serbest ve
hapsedilmis a-Glu enzimlerinin miktar1 arttik¢a azaldig1 goézlenmistir. Enzim ¢o6zeltilerinin
40 ve 80 pL’sinin aktivitesine gore hesaplanan a-Glu@p(Amfoter)-2 ve a-
Glu@p(Amfoter)-3 kriyojel sistemlerinin %aktivitesi sirasiyla %76,1+2,3 ve %56,8+4,7

olarak hesaplanmistir.

Bu nedenle, sicaklik ve pH bagimli aktivite belirleme ¢aligsmalari i¢in serbest a-Glu
cOzeltisi ve esit miktarda enzim iceren a-Glu@p(Amfoter)-1 kriyojel sistemleri
kullanilmigtir.  Sicaklik, enzimatik reaksiyonlarin optimal kosullar1 i¢in en etkili
parametrelerden biridir. Bilindigi iizere enzimatik reaksiyonlarda enzimlerin aktiviteleri en
ufak bir sicaklik degisikliginde bile %50'nin altina diisebilmektedir (Demirci ve Sahiner,
2021). Bu nedenle, reaksiyon sicakliginin a-Glu@p(Amfoter)-1 kriyojellerin ve esit
miktarda serbest enzimin %aktivitesi tizerindeki etkisi arastirilmis ve sonuglar Sekil 23
(a)'da gosterilmistir. Potasyum fosfat pH 6,8 tampon ¢ozeltisi 37°C reaksiyon sicakliginda
serbest a-Glu enzimi ile elde edilen aktivite yiizdesi %100 olarak varsayilmistir. Buna
karsin, serbest a-Glu enziminin aktivitesi 30 °C’de %67,9+4,8'e ve 25°C'nin altindaki
sicakliklarda %50'nin altina diigmiistiir. Optimum sicakliklardan daha yiiksek 45 ve 50 °C'de
ise serbest enzimin aktivitesi sirastyla %50,043,6 ve %9,441,6 olarak hesaplanmistir. Diger
taraftan, a-Glu@p(Amfoter)-1 kriyojel formundaki immobilize edilmis a-Glu enzimleri,
serbest enzimlerin aktivitelerini biiylik Ol¢lide kaybettigi sicakliklarda ¢ok daha yiiksek
operasyonel aktiviteyi siirdiirmiistiir. a-Glu@p(Amfoter)-1 kriyojel sistemlerinin %aktivite
degerleri 30, 25, 20, 15, 45 ve 50 °C sicakliklarda sirasiyla %77,5+4,2, %64,443,0,
%350,4+2.8, %46,6+1,9 %64,9+£5,2 ve %49,6+3,1 olarak hesaplanmistir. a-Glu enziminin
optimum calisma sicaklig1 (37 °C) disinda, a-Glu@p(Amfoter)-1 kriyojel sistemleri i¢in elde
edilen tiim %aktivite degerleri, 15-50 °C gibi uygulanabilir endiistriyel genis sicaklik
araliginda daha yiiksek olarak bulunmustur. a-Glu@p(Amfoter)-1 kriyojel sistemlerinin bu

daha yiiksek %aktivitesi, kriyojel aglarinda tutulma yoluyla a-Glu enzimlerinin aktif
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bolgelerinin korunmasindan dolay1 olabilecegi diisiiniilmektedir (Fan vd., 2016; Pan vd.,

2009).
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Sekil 23. a-Glu@p(Amfoter)-1 kriyojelleri ile esit miktarlarda serbest enzimin %aktivitesi
izerinde (a) sicaklik ve (b) pH parametrelerinin etkisi. [Calisma kosullari: 5 mL pH 6,8

potasyum fosfat tamponu (Sicaklik), 37 °C (pH), 0,5 mL 10 mM substrat].

Enzimlerin optimal operasyonel aktivitesini ciddi sekilde etkileyen bir diger 6nemli
parametre pH oldugundan ve ortamin pH'indaki degisikliklere kars1 aktivitelerini miimkiin
oldugu kadar siirdiirebilen biyokatalizor sistemlerinin hazirlanmasi, endiistriyel ve ¢evresel
uygulamalar i¢in biiyliik 6nem tasir. Bu nedenle, serbest a-Glu ve a-Glu@p(Amfoter)-1
kriyojel sistemlerinin pH'a bagl %aktivitesi pH 4,0-9,0 araliginda c¢alisilmis ve karsilik
gelen aktiviteler Sekil 23 (b)'de karsilastirilmistir. Serbest a-Glu enzimlerinin aktivite

ylizdesinin pH 6,0 ve altinda %20'nin altina, pH 8,0 ve {izerinde ise %30'un altina diistigi
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gdzlenmistir. Ote yandan, a-Glu@p(Amfoter)-1 kriyojel sistemleri, pH 5,0-8,0 araliginda
optimal aktivitelerinin %70'inden fazlasini korumustur. Daha spesifik olarak, a-
Glu@p(Amfoter)-1 kriyojel sistemleri pH 5,0, 6,0, 6,8 ve 8,0'da sirasiyla %72,843,2,
%89,3+3,1, %91,3+1,7 ve %84,1+2,7 aktivite gostermistir. a-Glu@p(Amfoter)-1
kriyojellerin genis bir pH araliginda yiiksek enzim aktivitesi ile ¢alisma kapasitesi, pH'a
bagli iyon degisimi ve p(Amfoter) kriyojel aginda mevcut siilfonik asit ve kuaterner
amonyum gruplarinin kati bir tampon goérevi gérme potansiyelleri ile agiklanabilecegi
sonucuna varilmistir (Deng vd., 2005; Liu vd., 2017). Ilgili fonksiyonel gruplar, kriyojel
matriksi i¢indeki ani pH degisikliklerine kars1 daha fazla koruma saglar (Rodrigues vd.,
2013). Bunedenle, a-Glu@p(Amfoter)-1 kriyojel sistemleri endiistriyel uygulamalarda daha

iyi igletme maliyeti ve verimlilik sunabilir.

o-Glu@p(NIPAM) kriyojel sistemlerinin enzimatik aktivitelerinin enzim

miktar, sicakhik ve pH ile degisimi

Cesitli miktarlardaki serbest a-Glu enzimlerinin ve bunlarla esit miktarda enzim
iceren a-Glu@p(NIPAM)-1, a-Glu@p(NIPAM)-2 ve a-Glu@p(NIPAM)-3 kriyojel
sistemlerinin 67 mM pH 6,8 potasyum fosfat tamponu 37 °C'de 20 dakikalik reaksiyonlarda
hesaplanan aktivite degerleri Sekil 24 (a)’da karsilastirilmistir. a-Glu enzim ¢ozeltisinden
40, 80 ve 160 uL ile yapilan reaksiyon sonucu enzimatik aktiviteler sirasiyla 0,068+0,002,
0,049+0,0004 ve 0,044+0,005 Unit/mL enzim olarak belirlenmistir. Ayrica a-
Glu@p(NIPAM)-1, a-Glu@p(NIPAM)-2 ve a-Glu@p(NIPAM)-3 kriyojel sistem
aktivitelerinin pH 6,8 ve 37 °C'de sirasiyla 0,045+0,002, 0,029+0,001 ve 0,018+0.001
Unit/mL enzim oldugu ve serbest a-Glu enzimlerinin aktivitelerinden daha diisiik oldugu

gozlenmistir.
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Sekil 24. Degisik miktarlarda enzim igeren a-Glu@p(NIPAM) kriyojelleri ile esit miktarda
serbest enzimin (a) aktivite ve (b) %aktivite degerlerinin karsilastirilmasi. [Calisma

kosullar:: 5 mL pH 6,8 potasyum fosfat tamponu, 37 °C, 0,5 mL 10 mM substrat].

a-Glu@p(NIPAM)-1, a-Glu@p(NIPAM)-2 ve a-Glu@p(NIPAM)-3 kriyojel
sistemlerinin aktivite yiizdesi, serbest a-Glu enzimleri i¢in pH 6,8, 37 °C'de i¢in belirlenen
aktivite degerleri %100 varsayilarak hesaplanmis ve karsilik gelen grafik Sekil 24 (b)'de
verilmigtir. Kullanilan 40, 80 ve 160 pL serbest a-Glu ¢ozeltileri i¢in elde edilen enzimatik
aktiviteler %100 olarak kabul edilmis ve esit miktarlarda enzim iceren a-Glu@p(NIPAM)-
I, a-Glu@p(NIPAM)-2 ve a-Glu@p(NIPAM)-3 kriyojel sistemlerinin aktiviteleri ile
karsilastirilmistir. Buna gére immobilize edilen enzim miktar arttik¢a %aktivitenin diistigli
gozlenmistir. a-Glu@p(NIPAM)-1, a-Glu@p(NIPAM)-2 ve a-Glu@p(NIPAM)-3 kriyojel
sistemleri i¢in gozlenen %aktivite degerleri sirasiyla %66,2+3,3, %57,4+0,9 ve %40,7+1,1

olarak bulunmustur.
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En yiiksek %aktivite a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sistemi i¢in gozlendiginden, bu
malzeme ve onun esit miktardaki serbest a-Glu ¢ozeltisi (40 pL) 15-50°C araliginda sicaklik
ve 4,0-9,0 araliginda pH degerlerinin %aktivite izerindeki etkisinin belirlemesi ¢caligsmalari
icin kullanilmistir. Enzimatik aktiviteyi olumlu ya da olumsuz etkileyen bir¢ok faktor olsa
da aralarinda sicaklik ve pH en belirgin faktorler olarak 6ne c¢ikmaktadir (Forsyth ve
Patwardhan, 2013; Hanefeld vd., 2009; Ho, 2012). Bu nedenle ilk olarak, sicakligin serbest
a-Glu ve a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sisteminin aktivite yiizdesine etkisi 6,8 sabit pH
degerinde, reaksiyon sicakligr 15, 20, 25, 30, 37, 45 ve 50 °C olarak incelenmistir. Bu
sicaklik degerleri, sicaklik duyarli olmasi nedeniyle p(NIPAM) kriyojellerinin asag1 kritik
cozelti sicakliginin (LCST) kapsanmasini saglamak i¢in se¢ilmistir. P(NIPAM) i¢in LCST
degeri 32 °C’dir (Sahiner, 2018). Farkli sicakliklarda yapilan sisme g¢aligmalart ile ilgili
grafik Sekil 25 (a)’da verilmistir ve p(NIPAM) ve a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojellerinin
LCST degerlerinin hesaplanmasinda kullanilmistir. Buna gore, p(NIPAM) ve a-
Glu@p(NIPAM)-1 kriyojellerinin LCST degerleri benzer olarak yaklasik 34,8+1,4 °C olarak

gozlenmistir.

Sicakligin serbest a-Glu ve a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sisteminin aktivite yiizdesi
iizerindeki etkisine iliskin ilgili grafik Sekil 25 (b)'da verilmistir. Serbest a-Glu enzimi i¢in
maksimum aktivite 37 °C'de %100 olarak kabul edilmistir. Serbest a-Glu enziminin aktivite
ylizdesi 30, 25, 20 ve 15 °C'de sirastyla %70,4+7,8, %40,5+5,2, %18,6+1,1 ve %5,2+0,5'¢
diigsmiistiir. Benzer sekilde serbest a-Glu enziminin %aktivitesi sicakligin 45 ve 50 °C'ye
yiikselmesiyle sirastyla %39,8+4,7 ve %7,5+1,2 olarak gozlenmistir. Ilging bir sekilde, a-
Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sisteminin %aktivitesi 25 ve 30 °C'de sirasiyla %98,4+0,2 ve
%92,8+2.4 aktivite degerleri ile %90'dan fazla olarak goézlenmistir. a-Glu@p(NIPAM)-1
kriyojel sistemlerinin %aktivitesi, sicakligin 20 ve 15 °C'ye diismesiyle sirasiyla
%79,8+6,1'e ve %45,6+0,3'e diismiistiir. Ote yandan, a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel
sisteminin %aktivitesi 37, 45 ve 50 °C'de sirasiyla %66,243,3, %43,8+£8,2 ve %31,9+6,7
olarak hesaplanmistir. a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojellerin aktivite yiizdesindeki azalma 30
°C'nin tlizerinde, bu sicaklik degeri LCST degerlerinin (34,8+1,4 °C) {izerinde oldugu i¢in
p(NIPAM) kriyojellerinin hidrofobik dogasinin artmasi ile agiklanmistir. Genel olarak,
LCST'nin iistiindeki veya altindaki p(NIPAM) kriyojelleri, enzimi korur ve normal ¢aligma
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sicakligi olan 37 °C harig, serbest enzime kiyasla a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojelleri i¢in daha

yliksek bir %aktivite gozlenmesine neden olur.
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Sekil 25. (a) P(NIPAM) ve a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sistemlerinin farkli sicakliklardaki
sisme davranislari, (b) a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojelleri ile esit miktarda serbest enzimin
%aktivitesi iizerinde sicaklik, (c¢) 25 °C ve (d) 37 °C reaksiyon sicakliginda pH
parametrelerinin etkisi. [Calisma kosullari: 5 mL pH 6,8 potasyum fosfat tamponu, 37 °C
(Sicaklik); 25 ve 37 °C (pH), 0,5 mL 10 mM substrat].
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P(NIPAM) zincirlerinin LCST degeri olan 32 °C'nin {iizerindeki sicakliklarda,
%aktivite degerindeki azalmanin olast nedeninin hidrofobik hale gelerek p(NIPAM) kriyojel
agmin genel olarak biiziilmesini tetikledigi ¢ok iyi bilinmektedir (Sahiner, 2018). Bu
nedenle, a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sistemlerinin 32 °C'nin iizerindeki sicakliklarda
%aktivitesinin azalmasi, yakalanan enzimlerin aktif bolgelerinin iist iiste binmesi ve
kiimelenmesi ile aciklanabilir. P(INIPAM)’in LCST degerlerinin {izerinde diisiikk %gsisme
ozelligi gostermesi substratin kriyojel aginin i¢ kisimlarina erisimini kisitlayabilen
p(NIPAM) kriyojelinin artan hidrofobik 6zelligi nedeniyle substratin enzim molekiilleri ile

etkilesimini zorlastirarak %aktivitesinde bir azalmaya neden olur.

Serbest a-Glu enziminin %aktivitesi, 37 °C'de a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel
sisteminden daha yiiksektir. Ote yandan, 25 °C’de a-Glu enzimlerinin p(NIPAM) kriyojelleri
icinde tutulmasi, daha diisiik ve daha yiiksek sicakliklarda serbest a-Glu enzimlerinden daha
yiiksek %aktivite ile gelismis bir termal dayaniklilik ortaya koymustur. a-Glu enzimleri i¢in
daha diisiik veya daha yiiksek sicakliklar gibi ekstrem reaksiyon kosullari altinda elde edilen
nispeten daha iyi performans, immobilizasyon islemiyle elde edilen p(NIPAM) kriyojel ag1
icindeki a-Glu enzimlerinin korunmasi ile agiklanabilir (Ding vd., 2016; Hamerska-Dudra

vd., 2007; Homaei vd., 2013; J. Wang vd., 2015).

Serbest a-Glu enzimlerinin ve a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sisteminin %aktivitesi
iizerinde pH'm etkisi 25 ve 37°C'de ayr1 ayr1 incelenmistir. Bu amagla pH 4,0-9,0 potasyum
fosfat tampon ¢ozeltilerinde enzim deneyleri yapilmistir. Gézlenen en yiiksek aktivite %100
olarak kabul edilmistir. Sekil 25 (b)’de, a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sistemi i¢in pH 6,8'de
25 °C'de daha yiiksek %aktivite degeri gozlenirken, ayni kosullarda serbest a-Glu
enzimlerinin %aktivitesi %40,5£2,8 olarak hesaplanmistir. Sasirtict bir sekilde, a-
Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sistemi, 25 °C’de ve herhangi bir pH araliginda (pH 4,0-9,0)
gerceklestirilen reaksiyonlari, serbest a-Glu enzimlerinden daha yiiksek %aktivite ile
gergeklestirmistir. Serbest a-Glu enzimlerinin %aktivite degerinin pH 6,0, 5,0 ve 4,0'da
%20'nin altina distigli ve pH 8,0 ve ilizerinde %30'un altina diistiigii bulunurken, a-
Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sistemi ise 25 °C'de aktivitesinin pH 5,0'a kadar %50°’sini ve pH
8,0'a kadar %65’ini korudugu gdzlnemistir. Ote yandan, Sekil 25 (c)'den acikca goriildiigii
gibi, serbest a-Glu enzimleri i¢in en yiiksek aktivite pH 6,8 ve 37 °C'de elde edilmis ve %100
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olarak kabul edilmistir. Buna ragmen, a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sisteminin aktivite
ylizdesi pH 6,8 ve 37 °C'de %66,2+3,3 olarak gozlenmistir. Sekil 25 (c)'den agikca
gortldiigii gibi, ortam pH'indaki artis veya azalma, 37 °C'de hem serbest a-Glu hem de a-
Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sistemi i¢in hemen hemen benzer aktivite degisikligi egilimi

gostermistir.

Ozetle, a-Glu enzimlerinin p(NIPAM) kriyojel i¢inde immobilize edilmesi, a-Glu
enzimine, serbest a-Glu enzimine kiyasla daha yiiksek %aktivite ile genis bir pH araliginda
calisilabilen bir ortam sagladigi gozlemlenmistir. Bu ifade, enzimlerin bir destegin
icine/lizerine immobilizasyonunun, genis pH degerlerinde enzim dayanikliligimn
arttirabildigi literatiir ile uyumludur (Cheng vd., 2019; Deng vd., 2005). immobilizasyon
isleminde destek materyali, kriyojel ag1 ve ag iizerindeki fonksiyonel gruplar sayesinde
kapali bir ortam gorevi goriir. Bu sekilde immobilizasyon, ag i¢inde ve disinda énemli
sicaklik ve pH degisimi, enzimlerin daha yiiksek aktivitelerle calisabilecegi ortamlar

yaratabilir (Rodrigues vd., 2013).

4.42. Ureaz enzimi immobilize edilmis kriyojel sistemlerinin enzimatik

aktivitelerinin enzim miktari, sicakhk ve pH ile degisimi

Ureaz@PEI kriyojel sistemlerinin enzimatik aktivitelerinin enzim miktari,

sicaklik ve pH ile degisimi

Serbest Ureaz ve esit miktarda enzim igeren Ureaz@PEI kriyojel sistemlerinin
enzimatik aktiviteleri pH 7,0 sodyum fosfat tamponu icerisinde hazirlanmis olan substrat
(tire) ¢ozeltisi ile 25 °C reaksiyon sicakliginda yapilmis ve reaksiyon sonucu agiga ¢ikan
NH3 miktarinin 0,1 M HCI asit ile titre edilerek tayin edilmesi ile belirlenmistir. Sekil 26
(a)’da serbest Ureaz enzimi ve PEI kriyojellerinin normal sentez kosullarinda (Sahiner ve
Demirci, 2016) Ureaz enzimi immobilize edilen Ureaz@PEI kriyojel sistemlerinin
enzimatik aktiviteleri karsilastirilmistir. Elde edilen sonuclarda Ureaz enziminin aktivitesi
277,3£22,9 Unit/mg enzim olarak bulunurken, immobilize edilmis Ureaz enziminin

aktivitesinin 117,6+11,8 Unit/mg enzim oldugu gozlenmistir. Serbest enzim i¢in elde edilen
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aktivite degerinin %100 olarak kabul edildigi ve Sekil 26 (b)’de verilen serbest Ureaz ve
Ureaz@PEI kriyojel sisteminin %aktiviteleri incelendiginde, immobilize edildikten sonra
Ureaz enzimin aktivitesinin yaklasik %60’ m1 kaybettigi goriilmiistiir. Bunun nedeninin PEI
kriyojellerinin sentezi sirasinda olusturulan kriyojel dnciil ¢ozeltisinin pH degerinin 11 civari
olmas1 olarak diislinlilmiis ve sentez sirasinda hapsetme metodu ile gerceklestirilen
immobilizasyon sartlar1 optimize edilmistir. Buna gore PEI kriyojelleri igine Ureaz enzimi
immobilize etmek i¢in hazirlanan Onciil ¢ozelti pH 7,0 sodyum fosfat tamponunda

yapilmistir.

Serbest Ureaz ve Ureaz@PEI-3 kriyojel sistemi ile gergeklestirilen enzimatik
reaksiyonlarin ne kadar siirede maksimum aktiviteye ulastigini tespit etmek icin aktivite
degerleri reaksiyonun 1-10 dk’lik zaman dilimlerindeki ¢esitli araliklara hesaplanmis ve
ilgili grafik Sekil 26 (c¢)’de verilmistir. Elde edilen sonuglar reaksiyonun 5 dk da maksimum
aktiviteye ulastigin1 gostermis, Ureaz@PEI-3 kriyojel sistemleri igin optimum reaksiyon
stiresi olarak 5 dk secilmistir. Sicaklik ve pH parametrelerinin enzimatik aktivite {istiindeki

etkisinin incelenecegi ¢aligmalarda 5 dk’lik reaksiyon siiresi kullanilmistir.
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Sekil 26. Normal PEI kriyojel sentez kosullarinda sentezlenen Ureaz@PEI kriyojel
sistemlerinin esit miktardaki serbest enzim ile (a) aktivite ve (b) %aktivite karsilastiriimalari,
(c) serbest Ureaz enziminin ve Ureaz@PEI kriyojel sisteminin maksimum aktiviteye
ulagmasi icin gerekli olan siire, (d) enzim i¢in optimum saklama kosullar1 olan pH 7,0
sodyum fosfat tamponu icinde hazirlanmis olan, degisik miktarlarda enzim igeren
Ureaz@PEI kriyojel sistemlerinin aktivite ve (e) %aktivite karsilastirilmasi. [Calisma

kosullari: 5 mL pH 7,0 sodyum fosfat tamponu, 25 °C, ImL 100 mM substrat, 1 mL 4 mg/mL

4-NP].

enzimatik aktivitesi ayni kosullar altinda incelenmis ve esit miktardaki serbest enzimler ile

0,125 §
Enzim miktar1 (mg)

Hazirlanan Ureaz@PEI-1, Ureaz@PEI-2 ve Ureaz@PEI-3 kriyojel sistemlerinin

0,5
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karsilastirilarak Sekil 26 (d)’de vermistir. Buna gore serbest Ureaz enziminin miktari
arttikga aktivite degeri de artmis ve 101,1+8,4, 187,6£11,9 ve 277,3£22,9 olarak
bulunmustur. Ureaz@PEI-1, Ureaz@PEI-2 ve Ureaz@PEI-3 kriyojel sistemlerinin
enzimatik aktivitesi ayni kosullar altinda incelenmis ve sistemlerin aktivitesi sirasiyla
78,9+9,3, 156,7+13,1 ve 255,2+18,9 Unit/mg enzim olarak hesaplanmistir. Farkli
miktarlardaki serbest enzim i¢in elde edilen aktivite degerlerinin %100 olarak kabul
edilmistir. Esit miktarda enzim iceren Ureaz@PEI-1, Ureaz@PEI-2 ve Ureaz@PEI-3
kriyojel sistemlerinin %aktiviteleri ile karsilastirilmast da Sekil 26 (e)’de verilmis ve
Ureaz@PEI-1, Ureaz@PEI-2 ve Ureaz@PEI-3 kriyojel sistemlerinin aktivitelerinin sirastyla
%78,0+5,6, %83,5+3,8 ve %92,1+2,2’sini koruduklar1 gériilmiistiir. Immobilizasyon igin
kullanilan enzim miktar1 arttikca %aktivite degeri artmistir ve en yiiksek aktivite
Ureaz@PEI-3 kriyojel sistemi i¢in elde edilmistir. Bu nedenle, pH ve sicaklik
parametrelerinin enzimatik aktivite iizerine etkilerinin incelenmesinden Ureaz@PEI-3

kriyojel sistemi ve esit miktarda serbest Ureaz enzimi kullanilmustir.

Serbest Ureaz ve esit miktarda enzim igeren Ureaz@PEI-3 kriyojel sisteminin
%aktivitesinin sicaklikla degisimi ile ilgili grafik Sekil 27(a)’da verilmistir. Sicakligin
enzimatik aktivite lizerindeki etkisi pH 7,0 fosfat tamponu ¢ozeltisinde 25 °C sicaklikta ve 5
dk’lik reaksiyon siiresi ile calistlmistir. Yapilan calismada serbest Ureaz enziminin 25
°C’deki aktivitesi %100 olarak kabul edilmistir. Ureaz@PEI-3 kriyojel sistemi igin en
yiiksek aktivite 25 °C’de %92,1+2,1 olarak gozlenmistir. Serbest Ureaz enzimi igin aktivite
degerleri 20 ve 15 °C’de %50,145,7 ve %18,2+1,8 olarak gdzlenirken bu degerler ayni
kosullarda Ureaz@PEI-3 kriyojel sistemi i¢in sirastyla %63,5+4,2 ve %32,7+3,6 olarak daha
yliksek gozlenmistir. Optimum ¢alisma sicakligi olan 25 °C’den daha yiiksek sicakliklarda
da Ureaz@PEI-3 kriyojel sistemi esit miktardaki serbest Ureaz enzimine gore daha yiiksek
%aktivite degerleri gostermistir. Ureaz@PEI-3 kriyojel sistemi i¢in 30, 35, 40 ve 45 °C
reaksiyon sicakliklarinda sirasiyla %87,1£2,4, %59,1+4,2, %45,7+4,8 ve %42,8+1,8 aktivite
degerleri gozlenmistir. Yapilan calismalardan Ureaz enziminin PEI kriyojelleri icerisine
immobilizasyonu ile disik ve yiiksek sicakliklarda dayanikliliginin arttigr acikca
gorlilmektedir. Bu, PEI kriyojellerinin gozenekleri ve gbzenek duvarlari i¢inde immobilize

edilen Ureaz enzimlerinin, drnegin sicaklik gibi ekstrem kosullara karsi korunabilmesi,
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Ureaz enzimlerinin aktif yapisim saglam bir sekilde daha kararli hale getirmesi ile

aciklanabilir (Fan vd., 2016; Pan vd., 2009).
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Sekil 27. Ureaz@PEI-3 kriyojelleri ile esit miktarda serbest enzimin %aktivitesi iizerinde (a)
sicaklik ve (b) pH parametrelerinin etkisi. [Calisma kosullari: 5 mL pH 7,0 sodyum fosfat
tamponu (Sicaklik), 25 °C (pH), 1 mL 100 mM substrat, 1 mL 4 mg/mL 4-NP].

Serbest Ureaz ve esit miktarda enzim igeren Ureaz@PEI-3 kriyojel sisteminin
Y%aktivitesine reaksiyon pH’1inin etkisinin incelenmesi i¢in pH 5,0-9,0 araliginda ve 25 °C’de
enzimatik reaksiyonlar gerceklestirilmis ve Sekil 27 (b)’de karsilastirilmistir. Reaksiyon
pH’1min enzimatik aktiviteye etkisi incelenirken pH 4,0’a indikator olarak kullanilan 4-NP
molekiiliiniin rengi gézlenemedigi i¢in inilememistir. Serbest Ureaz ve esit miktarda enzim
iceren Ureaz@PEI-3 kriyojel sisteminin optimum calisma pH’1 7,0 olarak bulunmustur.
Ancak, yine grafikten goriilecegi gibi optimum c¢alisma pH’indan yiiksek ve diisiik pH

degerlerinde Ureaz@PEI-3 kriyojel sistemi serbest Ureaz enzimine gore daha yiiksek
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%aktivite gostermistir. Reaksiyon pH degeri 6,0 ve 5,0’e ayarlandiginda serbest enzim
aktivitesinin sirasiyla %42,942.2 ve %74,5+6,1%ini kaybederken, Ureaz@PEI-3 kriyojel
sistemi ayni kosullarda aktivitesinin sirasiyla %67,8+3,1 ve %53,8+3,6’sin1 korumustur.
Bununla beraber pH 8,0 ve 9,0’da ise serbest Ureaz enzimi aktivitesinin %73,9+3.6 ve
48,8+1,5’ini korurken, aym kosullarda bu degerler Ureaz@PEI-3 kriyojel sistemi igin
%79,9+6,6 ve %55,5+3,7 olarak gdzlenmistir. Immobilize sistem i¢in genis bir pH araliginda
yiiksek enzim aktivitesi ile calisma kapasitesi, pH'a bagli iyon degisimi ve PEI kriyojel ag
yapisinda bulunan primer, sekonder ve tersiyer aminlerin yani sira yapida dogal olarak
bulunan kuaterner amonyum gruplarinin kati bir tampon gorevi gérme potansiyelleri ile
aciklanabilir (Deng vd., 2005; Rodrigues vd., 2013). Bunlarin kriyojel matriksi i¢indeki ani
pH degisikliklerine kars1 daha fazla koruma sagladigi diistiniilmektedir.

Ureaz@CMC kriyojel sistemlerinin enzimatik aktivitelerinin sicakhk ve pH ile

degisimi

Dogal bir polimer olan CMC ile sentezlenen kriyojeller igerisine, sentez sirasinda
hapsetme metodu ile immobilize edilerek Ureaz@CMC kriyojel sistemleri hazirlanmistir.
Esit miktardaki serbest Ureaz enzimleri ve Ureaz@CMC kriyojel sistemlerinin pH 7,0
sodyum fosfat tamponu igerisinde gerceklestirilen enzimatik reaksiyonlarda maksimum
aktiviteye ulastig1 siireyi tespit etmek icin reaksiyon 1-10 dk zaman araliginda cesitli
zamanlarda durdurulmus ve aktivite degerleri hesaplanarak Sekil 28 (a)’da
karsilastirilmistir. Buna gore enzimatik reaksiyonlarin 5. dk’sinda serbest Ureaz enzimi ve
Ureaz enzimi imobilize edilmis CMC kriyojel sistemlerinin maksimum aktiviteye ulastiklart

gorlilmiistiir ve sonraki ¢calismalarda reaksiyon siiresi 5 dk olarak belirlenmistir.
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Sekil 28. (a) Ureaz@CMC ve esit miktardaki serbest enzimin maksimum aktiviteye ulasmasi
i¢in gerekli olan siire, (b) Ureaz@CMC kriyojelleri ile esit miktarda serbest enzimin aktivite
ve (b) %aktivite degerlerinin karsilagtirilmasi. [Calisma kosullari: 5 mL pH 7,0 sodyum
fosfat tamponu, 25 °C, 1 mL 100 mM substrat, 1 mL 4 mg/mL 4-NP].

Sekil 28 (b) ve (c)’de ise serbest iireaz ve Ureaz@CMC kriyojel sistemleri
kullanilarak pH 7,0 sodyum fosfat tamponu igerisinde gerceklestirilen 5 dk enzimatik
reaksiyonlarin da gosterdikleri aktiviteler ve %aktiviteler karsilastirilmistir. Burada serbest
enzim i¢in elde edilen 277,3+22,9 Unit/mg enzim aktivite %100 olarak kabul edildiginde,
CMC kriyojelleri igerisinde immobilize edildikten sonra aktivitenin 101,7+8,6 Unit/mg
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enzim olarak gozlendigi ve immobilizasyon sonucunda aktivitenin %36,7+3,1’e diistiigii
goriilmiistiir. Tablo 3’te verilen yliksek immobilizasyon verimine ragmen, aktivitenin bu
kadar ¢ok diismesinin nedeni olarak CMC kriyojellerinin sentezi i¢in hazirlanan 6nciil
cozeltinin Michael tip reaksiyonlar ile gerceklesmis olan capraz baglanma reaksiyonlari
nedeniyle 0,2 M NaOH ¢dzeltisi igerisinde yapilmasi ve yliksek bazik ortam nedeniyle enzim

yapisinin bozulmasi olarak dngoriilmiistiir.

Sekil 29 (a)’da enzimatik reaksiyon sicakliginin Ureaz@CMC kriyojel sistemlerinin
%aktivitesine etkisi incelendiginmistir. Serbest Ureaz enziminin aktiviteleri Ureaz@CMC
kriyojel sistemleri ile karsilastirildiginda ise sicaklik degisiminin enzimin aktivitesine
etkisinin immobilizasyon ile azaldig1 gézlenmistir. Buna ragmen, 25 °C’de serbest Ureaz
enzimi icin elde edilen aktivite %100 olarak kabul edildiginde, Ureaz@CMC kriyojel
sistemleri i¢in gozlenen en yiiksek aktivitenin yine 25 °C’de %36,7+3,1 oldugu goriilmiistiir.
Serbest enzimin aktivitesi 20 ve 35 °C calisma sicakliklarinda yaklasik %50 azalirken,
Ureaz@CMC kriyojel sistemlerinin aktivitesi yaklasik %5 azalarak hemen hemen sabit
kaldig1 goriilmiistiir. Ureaz@CMC kriyojel sistemi icin elde edilen diisiik aktiviteye ragmen,
immobilizasyon neticesinde daha genis sicaklik araliginda daha kararli aktivite ile
calisilabildigi gozlenmistir ve optimum calisma sicakligir 25 °C olarak belirlenmistir. Bu,
CMC kriyojellerinin gdzenekleri ve gozenek duvarlari iginde immobilize edilen Ureaz
enzimlerinin, 6rnegin sicaklik gibi zorlu kosullara kars1 korunabilmesi, Ureaz enzimlerinin
aktif yapisinin CMC kriyojelleri ile korunmasi ile agiklanmistir (Fan vd., 2016; Pan vd.,
2009).
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Sekil 29. Ureaz@CMC kriyojelleri ile esit miktarda serbest enzimin %aktivitesi {izerinde (a)
sicaklik ve (b) pH parametrelerinin etkisi. [Caligma kosullari: 5 mL pH 7,0 sodyum fosfat
tamponu, 25 °C, 1 mL 100 mM substrat, 1 mL 4 mg/mL 4-NP].

Ayni sekilde enzimatik reaksiyon pH’inin serbest ve CMC kriyojelleri igerisine
immobilize edilmis Ureaz enzimin aktivitesi {izerindeki etkisinin incelenmesi i¢in pH 5,0-
9,0 arasindaki degerlerde hazirlanan substrat ¢ozeltileri ile 25 °C’de yapilan reaskiyonlarla
gerceklestirilmis ve ilgili grafik Sekil 29 (b)’de verilmistir. Serbest iireaz enziminin pH
7,0’de yapilan reaksiyonlar sonucu gosterdigi aktivite %100 olarak kabul edilmis ve
aktivitesinin pH 6,0 ve 5,0’te sirastyla yaklasik %43 ve %75’ini kaybettigi, pH 8,0 ve 9,0’da
ise yaklasik %74 ve %50 sini korudugu goézlenmistir. Diger taraftan, Ureaz@CMC kriyojel
sistemi i¢in gozlenen en yliksek aktivite yine %36,7+3,1 ile pH 7,0’de olurken, aktivitenin
pH 6,0 ve 8,0°de sirasiyla %23,242,6 ve %27,4+1,5 olarak gdzlendigi ve yine serbest enzime

gore pH degisiminden daha az etkilendigi anlagilmistir.
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Ureaz@Dekstran kriyojel sistemlerinin enzimatik aktivitelerinin sicakhk ve pH

ile degisimi

Bir bagka dogal polimer olan Dekstran molekiillerinden hazirlanan kriyojellerin
icerisine sentez sirasinda hapsetme metodu ile immobilize edilen Ureaz enzimi ve esit
miktarda serbest Ureaz enzimin maksimum aktiviteye ulastiklar1 reaksiyonun zamanin
belirlenmesi i¢in yapilan calismaya ait grafik Sekil 30 (a)’da verilmistir. Enzimatik
reaksiyonlar serbest enzim i¢in optimum calisma kosullar1 olaran pH 7,0 sodyum fosfat
tamponu igerisinde ve 25 °C’de yapilmistir. Buna gore, 1-10 dk arasinda gesitli siirelerdeki
reaksiyon sonucu hem serbest hem de hazirlanan Ureaz@Dekstran kriyojel sistemlerinin
maksimum aktiviteye 5 dk’da ulastiklarin1 ve daha sonra hemen hemen sabit bir aktivite
gostermistir. Dolayisiyla, sonraki ¢alismalarda reaksiyon siiresi olarak optimum siire 5 dk

olarak belirlenmistir.
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Sekil 30. (a) Ureaz@Dekstran ve serbest enzimin maksimum aktiviteye ulasmast igin gerekli
olan siire, (b) Ureaz@Dekstran kriyojelleri ile esit miktarda serbest enzimin aktivite ve (b)
%aktivite degerlerinin karsilastiritlmasi. [Calisma kosullari: 5 mL pH 7,0 sodyum fosfat
tamponu, 25 °C, 1 mL 100 mM substrat, 1 mL 4 mg/mL 4-NP].

Serbest Ureaz enzimin aktivitesi pH 7,0 sodyum fosfat tamponu ve 25 °C’de 5dk
enzimatik reaksiyon sonucu 277,3+22,3 Unit/mg enzim olarak hesaplanirken, bu deger
Ureaz@Dekstran kriyojel sistemleri i¢in 121,9+9,3 Unit/mg enzim olarak gézlenmistir ve
ilgili grafik Sekil 30 (b)’de verilmistir. Ardindan, Sekil 30 (¢)’de serbest Ureaz enzimi ve
Ureaz@Dekstran kriyojel sistemlerinin %aktiviteleri karsilastirilmistir. Serbest Ureaz

enzimi i¢in pH 7,0 sodyum fosfat tamponu 25 °C’de 5 dk enzimatik reaksiyon sonucu elde
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edilen aktivite degeri %100 olarak kabul edildiginde, Ureaz@Dekstran kriyojel sistemlerinin
aktivitesi %43,9+3,3 olarak hesaplanmistir. Yine Ureaz enziminin Dekstran kriyojelleri
icerisine immobilizasyonu sonucu gozlenen bu %aktivite kaybi, kriyojel onciil ¢ozeltisinin
capraz baglanma reaksiyonlarinin gergeklesebilmesi i¢in 0,2 M NaOH igerisinde
hazirlanmas1 ve bu ¢0zeltinin enzimin yapisint bozabilecek pH’larda olmasi ile

iligkilendirilmistir.

Enzimatik reaksiyon sicakhigi ve pH’mim Ureaz@Dekstran kriyojel sistemlerinin
enzimatik aktivitesi lizerindeki etkisi 15-45 °C arasindaki degisik sicakliklarda ve pH 4,0-
9,0 arasindaki degerlerde hazirlanan sodyum fosfat tampon ¢dzeltisi igerisinde yapilmistir
ve sirastyla Sekil 31 (a) ve (b)’de verilmistir. Reaksiyon sicakliginin %aktivite tizerindeki
etkisi, pH 7,0 sodyum fosfat tamponunda gerceklestirilen reaksiyonlarda, 15-45 °C arasinda
ki 5’er °C’lik artiglar ile yapilarak calisiimis ve ilgili grafik Sekil 31 (a)’da verilmistir.
Serbest enzimin pH 7,0 sodyum fosfat tamponu 25 °C’de gerceklestirilen reaksiyon sonucu
gosterdigi ativite degeri %100 olarak kabul edilmistir ve ayn1 kosullarda Ureaz@Dekstran
kriyojel sistemlerinin aktivitesi %43,9+3,3 olarak hesaplanmistir. Buna gore, 15 ve 20 °C
reaksiyon sicakliklarinda serbest enzimin aktivitesi sirasiyla %18,2+1,8 ve %50,2+5,7
olarak hesaplanirken, Ureaz@Dekstran kriyojel sistemleri igin hesaplanan aktivite degerleri
strastyla %23,5+2,5 ve %36,8+1,1 olarak hesaplanmistir. Yiiksek sicakliklarda ise, serbest
Ureaz enzimi 35 °C’den sonra aktivitesinin %350’sinden fazlasim1 kaybederken,
Ureaz@Dekstran kriyojel sistemleri 30 ve 35 °C’deki reaksiyonlarda sirastyla %41,2+3,4 ve
%39,6+2,1 aktivite gdstermistir. Elde edilen sonuglar, Ureaz@Dekstran kriyojel sistemleri
diisiikk aktivite goOstermelerine ragmen serbest iireaz enzimine gore genis calisma
sicakliklarinda daha dayanikli oldugu gostermistir. Bu, Dekstran kriyojellerinin gozenekleri
ve gdzenek duvarlari i¢inde immobilize edilen Ureaz enzimlerinin, 6rnegin sicaklik gibi
zorlu kosullara kars1 korunabilmesi, Ureaz enzimlerinin aktif yapisini saglam bir sekilde

daha kararli hale getirmesi ile agiklanabilir (Demirci vd., 2020; Demirci ve Sahiner, 2021).
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Sekil 31. Ureaz@Dekstran kriyojelleri ile esit miktarda serbest enzimin %aktivitesi {izerinde
(a) sicaklik ve (b) pH parametrelerinin etkisi. [Calisma kosullari: 5 mL pH 7,0 sodyum fosfat
tamponu, 25 °C, 1 mL 100 mM substrat, | mL 4 mg/mL 4-NP].

Reaksiyon pH’mn 25 °C’de gerceklestirilen deneylerde Ureaz@Dekstran kriyojel
sistemlerinin aktivitesi ilizerindeki etkisi de incelenmis ve ilgili grafik Sekil 31 (b)’de
verilmistir. Serbest Ureaz enziminin pH 7,0’de eldilen aktivitesi %100 olarak kabul
edilmistir. Serbest Ureaz enziminin aktivitesi pH 6,0 ve 5,0’te sirastyla %57,1£2,2 ve
%25,4+6,0 olarak hesaplanirken, pH 8,0 ve 9,0°da sirasiyla %73,9+4,1 ve %48,8+1,5 oldugu
gdzlenmistir. Diger taraftan, Ureaz@Dekstran kriyojel sistemlerinin aktivitesi pH 5,0, 6,0,
7,0, 8,0 ve 9,0’da sirasiyla %10,4+1,8, %26,4+1,8, %43,9+3,3, %30,34+2,5 ve %15,8+2,1

olarak hesaplanmustir.
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4.5. immobilize edilmis enzim sistemlerinin tekrar kullamlabilirlik calismalar

Destek matriksleri tizerinde enzim immobilizasyonunun en biiyiik faydalarindan biri,
amaclanan uygulamalardan sonra biyokatalizorlerin reaksiyon ortamindan ayrilma kolayligi
ve sonraki reaksiyonlarda daha fazla iglem ve yeniden kullanilabilirligidir (Bashir vd., 2020;
Nisha vd., 2012). Reaksiyon ortaminda serbest enzimlerin geri kazanilmasi ve yeniden
etkinlestirilmesi zor ve maliyetli islemler gerektirdiginden, ¢ok yonlii immobilizasyon
sistemlerinin gelistirilmesine biiyiik ilgi gosterilmistir (Bashir vd., 2020; Nisha vd., 2012).
Bir enzimin tek kullanimini yeniden kullanilabilir sistemlere doniistiirmek, endiistriyel
uygulamalar i¢in 6nemli maliyet avantajlari sunan, higbir aktivite kaybi veya minimum
performans diisiisii ile bliyiik fayda ve siirdiiriilebilir kullanim saglar. Enzimlerin destek
malzemelerine immobilizasyon tekniklerinin gelistirilmesinin temel amaci, ekstrem
kosullarda enzimlerin dayanikliliginin iyilestirilmesi ve enzimatik reaksiyonlarin maliyetini
azaltmak icin yeniden kullanilabilir enzim formlarinin olusturulmasidir (Sheldon vd., 2005;
Zdarta vd., 2018). Yeniden kullanilabilirlik ¢alismalar1 serbest enzim ve enzim immobilize
edilmis sistemlerin gézenek boyutu 12 kDa olan diyaliz membranlar igerisine
yerlestirildikten sonra her bir kullanim sonrasi ilgili reaksiyon i¢in kullanilan pH degerindeki
tampon cozeltiler ile 30 dk yikandiktan sonra tekrar kullanilmasi, ilk kullanim sonrasi elde
edilen aktivitelerin %100 varsayilarak %aktivitede meydana gelen degisimlerin incelenmesi
ile yapilmistir. Bu nedenle, hazirlanan a-Glu@p(HEMA)-1 kriyojel sistemlerinin ve esit
miktarda serbest a-Glu enzimin yeniden kullanilabilirligi incelenmis ve Sekil 32 (a)'da
kargilastirilmistir.  Yeniden kullanilabilirlik c¢alismalarinda, diyaliz membran igerisine
yerlestirilmis serbest enzim ve esit miktarda enzim igeren a-Glu@p(HEMA)-1 kriyojel
sistemleri, daha Once bahsedildigi gibi pH 6,8 potasyum fosfat tamponunda ve 37 °C
reaksiyon sicakligi kullanilmis ve yeniden kullanmadan 6nce substrat veya iiriinii sistemden
uzaklastirmak i¢in 10 mL pH 6,8 potasyum fosfat tamponu i¢inde yikanmistir. Bu dongii
ardarda on kez tekrarlanmistir. Ardarda 10 kez kullanilan serbest enzimin aktivitesi 2.
kullanimdan sonra %47,1+£3,5, 3. kullanimdan sonra %20’nin altina diismiis ve 4.
kullanimdan sonra aktivite gozlenmemistir. Diger taraftan 10 kez tekrarlanan kullanimda a-
Glu@p(HEMA)-1 kriyojel sistemlerinin %aktivitesinin 5. kullanimda %87,4+0,3 e diistiigii
ve 10. kullanimda bile %56,6+0,4 aktivite gosterdigi gozlenmistir.
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Sekil 32. (a) a-Glu@p(HEMA)-1 ve (b) a-Glu@p(AAm)-1 kriyojel sistemlerinin tekrar
kullanilabilirliginin incelenmesi ve serbest a-Glu enzimi ile karsilastirilmasi [Calisma

kosullart: 5 mL pH 6,8 potasyum fosfat tamponu, 37 °C, 0,5 mL 10 mM substrat].

Bir baska nétral kriyojel olan p(AAm) i¢ine immobilize edilmis ve serbest a-Glu
enzimlerinin ayni kosullarda tekrar kullanilabilirliklerinin karsilastirilmas:t da Sekil 32
(b)’de verilmistir. Burada da serbest a-Glu enziminin aktivitesinin 3. kullanimdan sonra
neredeyse sifirlandigr ancak esit miktarda enzim igceren a-Glu@p(AAm)-1 kriyojel
sistemlerinin 5. kullanimda aktivitelerinin %88,8+1,3’iinli korurken, 10. kullanimda bile

hala %63,8+4,8 aktiviteye sahip oldugu hesaplanmaistir.

Operasyonel dayaniklilik calismalari, a-Glu enzimi immobilize edilmis anyonik
p(AMPS) kriyojelleri (pH 8,0, 37 °C) ve katyonik p(APTMACI) kriyojelleri (pH 5,0, 37

°C'de) ve esit miktardaki serbest a-Glu enzimleri i¢in optimize edilmis ¢alisma kosullarinda
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gergeklestirilmistir. Ayni kriyojellerin her kullanim arasinda 30 dakika boyunca ilgili pH'da

yikama igleminden sonra ardisik 10 enzimatik reaksiyonda kullanilmasi ile ilgili grafikler

sirastyla Sekil 33 (a) ve (b)'de verilmistir.
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Sekil 33. (a) a-Glu@p(AMPS)-1 ve (b) a-Glu@p(APTMACI)-1 kriyojelleri ile esit miktarda
serbest enzimin tekrar kullanilabilirliginin karsilagtirilmasi [Calisma kosullari: 5 mL pH 8,0
potasyum fosfat tamponu (a-Glu@p(AMPS)-1), 5 mL pH 5,0 potasyum fosfat tamponu (o-
Glu@p(APTMACI)-1), 37 °C, 0,5 mL 10 mM substrat].

Her sistemin ilk kullanimlarindaki aktivite %100 olarak kabul edilmis ve her
kullanimdan sonra %aktivitedeki degisim operasyonel kararlilik ¢alismalart olarak
hesaplanmuistir. Sekil 33'te gosterildigi gibi serbest a-Glu enziminin aktivitesi 3. kullanimdan
%95'ten fazla aktivite kayb1 yasamis ve neredeyse hi¢ aktivite gOstermemistir. Ayrica,

optimum ¢aligma kosullarinda yapilan enzimatik reaksiyonlarda a-Glu@p(AMPS)-1 ve a-
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Glu@p(APTMACI)-1 kriyojelleri, 10 ardisik kullanimdan sonra %50'den fazla aktivite
gostermistir.  Operasyonel dayamiklilik calismalart  sirasinda  a-Glu@p(AMPS)-1
kriyojellerinin %aktivitesi 4. kullanima kadar neredeyse %90'dan fazla gozlenirken, 10.
ardisik kullanimdan sonra aktivitesinin %66,6+2,1’ini korudugu goriilmiistiir. Bununla
birlikte, a-Glu@p(APTMACI)-1 kriyojellerinin operasyonel dayaniklilik ¢aligmalarinda, 5.
kullanimdan sonra %90,5+2,1 aktivite gosterirken, bu deger 10 ardisik kullanimdan sonra

%73,84+0,6’ya diismiistiir.

a-Glu@p(Amfoter)-1 kriyojellerin yeniden kullanilabilirligi, serbest a-Glu
enziminin ve a-Glu@p(Amfoter)-1 kriyojel sistemlerinin optimum calisma kosullarinda (37
°C'de pH 6,8 potasyum fosfat tamponu) ve 10 ardisik kullanim ile arastirilmistir ve Sekil 34
(a)’da karsilagtirllmistir. a-Glu@p(Amfoter)-1 kriyojellerinin ve esit miktardaki serbest
enzimlerin yeniden kullanim ¢alismalari, seliiloz diyaliz membranlarinda gerceklestirilmis
ve reaksiyona girmemis substratlar1 ve/veya reaksiyon iriinlerini uzaklastirmak igin her
kullanimdan sonra 30 dakika boyunca tampon c¢ozelti ile yikandiktan sonra yeniden
kullanilmistir. Grafikten goriildiigii gibi serbest a-Glu enzimlerinin aktivitesi 2. ve 3.
kullanimdan sonra %44,1+5,5 ve %27,7+2,0'a diismiis, 4. kullanimdan sonra hemen hemen
hig aktivite goriilmemistir. Ote yandan, a-Glu@p(Amfoter)-1 kriyojel sistemleri, ardisik 5.
kullanima kadar ilk aktivitelerinin %80'ini korumus ve 10. kullanimdan sonra %50,4+1.3

aktivite gdstermistir.

98



120

O Serbest a-Glu (a
& a-Glu@p(Amfoter)-1

100

©
(e}

%Aktivite
o
)

40
20
0 T T - T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tekrar kullanim sayisi
120
25¢°C O Serbest a-Glu (b)
100 & a-Glu@p(NIPAM)-1
80
8
Z 60
5
3
= 40
20
0 -
1 2 3 7 8 9 10
Tekrar kullanim sayisi
120

37 °C O Serbest a-Glu (©)
& a-Glu@p(NIPAM)-1

%Aktivite

1 | 2 3 4 | 5 6 | 7
Tekrar kullanim sayist
Sekil 34. (a) a-Glu@p(Amfoter)-1 kriyojellerinin tekrar kullanilabilirliginin esit miktarda
serbest enzim ile karsilastirilmasi, (b) a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojelleri ile esit miktarda
serbest enzimin 25 °C ve (¢) 37 °C ¢alisma sicakliginda tekrar kullanilabilirlikleri. [Caligsma
kosullari: 5 mL pH 6,8 potasyum fosfat tamponu, 37 °C (a-Glu@p(Amfoter)); S mL pH 6,8
potasyum fosfat tamponu 25 ve 37 °C (a-Glu@p(NIPAM)), 0,5 mL 10 mM substrat].
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Hem serbest a-Glu enziminin, hem de a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sisteminin
yeniden kullanilabilirligi pH 6,8 tampon ¢o6zeltisinde ve 25 ile 37 °C'de arastirilmis ve
sirastyla Sekil 34 (b) ve (¢)’de verilmistir. Tk kullanimin aktiviteleri %100 olarak kabul
edilmis ve her kullanimdan sonra hem serbest hem de immobilize edilmis enzim sistemleri
pH 6,8 tampon ¢ozeltisi ile 30 dakika yikanmigtir. Serbest a-Glu enzimi ve a-
Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sisteminin tekrar kullanilabilirlik ¢aligmalarinda 25 °C'deki
aktivitesindeki azalma Sekil 34 (b)'de verilmistir. Serbest a-Glu enziminin %aktivitesi 2.
kullanimda %36,9+7,1 olarak hesaplanmis ve 3. kullanimdan sonra %15'ten daha az aktivite
gostermigtir. Ote yandan a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sisteminin 25 °C'deki aktivite
ylizdesi 2. ve 3. kullanimda sirasiyla %96,3+0,4 ve %90,2+0,8 olarak hesaplanmis ve 10

ardigik kullanimdan sonra aktivitesinin neredeyse %50’sini korumustur.

Serbest ve sicaklik duyarli p(NIPAM) kriyojelleri i¢erisine immobilize edilmis a-Glu
enzim sistemlerinin 37 °C'de yapilan yeniden kullanilabilirlik ¢aligmalar1 da Sekil 34 (¢)'de
gosterilmistir. Serbest a-Glu enzimlerinin %aktivite degerlerinin 4. kullanimdan sonra
%10'un alta diistiigii gdzlenmistir. Ote yandan, a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sisteminin
%aktivitesi 7 ardisik kullanimdan sonra yaklasik %70 ve 10 ardisik kullanimdan sonra

neredeyse %50 olarak gézlenmistir.

Ozetle, a-Glu enziminin nétral p(HEMA) ve p(AAm), anyonik p(AMPS), katyonik
p(APTMACI), hem anyonik hem de katyonik fonksiyonel gruplar iceren p(Amfoter), ve
sicaklik duyarli p(NIPAM) kriyojeller icerisinde sentez sirasinda immobilizasyonu ile 10.
kullanimdan sonra bile %50 aktivite gosterebilen sistemler olusturulmustur. Bu nedenle, a-
Glu@kriyojel sistemlerinin serbest a-Glu enziminin pratik uygulamalarinda serbest formuna

kiyasla daha iyi isletme maliyeti ve daha ekonomik olabilecegi dngoriilmektedir.

Ureaz enzimi immobilize edilmis esit miktarda enzim iceren Ureaz@PEI,
Ureaz@CMC ve Ureaz@Dekstran kriyojel sistemlerinin tekrar kullanilabilirlik ¢alismalari
ilk kullanimlarinda gosterdikleri aktivite %100 kabul edilerek Sekil 35 (a) ve (b)’de
verilmistir. Serbest Ureaz enzimi ve Ureaz@PEI-3 kriyojel sistemlerinin tekrar

kullanilabilirlik ¢calismalari ile elde edilen sonuglar Sekil 35 (a)’da karsilastirilmistir. Serbest
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Ureaz enziminin tekrar kullanilabilirligini olmadiginin anlasildigi ¢alismada, Ureaz@PEI
kriyojel sistemleri i¢in 5. kullanimdan sonra %87,3%5,1, 10. kullanimdan sonra %68,1+4,7

ve 15. kullanimdan sonra ise %43,6+4,9 aktivite gostermistir.
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Sekil 35. (a) Ureaz@PEI ve (b) Ureaz@CMC ile Ureaz@Dekstran kriyojel sistemlerinin
tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi ve serbest Ureaz enzimi ile karsilastirilmasi [Calisma

kosullar: 5 mL pH 7,0 sodyum fosfat tamponu, 25 °C, 1 mL 100 mM substrat, 1 mL 4
mg/mL 4-NP].

Ureaz@CMC ve Ureaz@Dekstran kriyojel sistemlerinin tekrar kullanilabilirliklerine
ait grafikler Sekil 35 (b)’de verilmis ve karsilastirilmistir. Ureaz@CMC ve Ureaz@Dekstran
kriyojel sistemleri i¢in ilk kullanimda hesaplanan aktivite degerleri %100 kabul edilerek

incelenen tekrar kullanim potansiyellerinin ¢ok benzer olduklart goriilmiistiir. Buna gore,
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Ureaz@CMC ve Ureaz@Dekstran kriyojel sistemleri igin 5. kullanimdan sonra sirastyla
%73,4+4,1 ve %77,8£1,8 aktivite gosterirken, 10. kullanimda sistemlerin aktiviteleri

sirastyla %37,8+2,8 ve %41,94+4,6 olarak gozlenmistir.

Ozetlenecek olursa Ureaz enzimin dallanmis polimer PEI, ve dogal polimerler CMC
ve Dekstran kriyojelleri icerisinde immobilizasyonu ile tekrar kullanilabilir sistemler
hazirlanmistir ve endiistriyel kullanim potansiyelleri maliyeti diigiirmesi acisindan énemli

olabilecegi sonucuna varilmstir.

4.6. immobilize edilmis enzim sistemlerinin saklama siiresi calismalari

Genel olarak enzimler, uzun siireli kullanimda aktivitelerini korumak i¢in sifirin
altindaki sicakliklarda depolanirlar (Madhavan vd., 2017). Enzimlerin daha 1liman sicaklik
araliklarinda saklama kosullarinin iyilestirilmesi hem enerji tasarrufu hem de maliyet diisiisii
saglayabilir. Bu nedenle hazirlanan enzim@kriyojel sistemleri degisik sartlarda (-20, +4,
+25 °C) 30 giine kadar saklanarak aktivitelerinde meydana gelen degisimler incelenmis ve
ayni sartlarda saklanan serbest enzimlerin aktiviteleri ile karsilastirilmistir. Serbest enzim ve
enzim(@kriyojel sistemlerinin kullanildig: ilk giin aktiviteleri %100 olarak kabul edilmis ve
cesitli zaman (gilin) araliklarinda enzimatik reaksiyonlarda kullanilarak %aktivitelerinde
meydana gelen degismeler karsilastirilmistir. Reaksiyonlar ilgili enzim@kriyojel sistemleri

icin belirlenen optimum ¢alisma kosullarinda gergeklestirilmistir.

Depolama c¢aligmalarinda, noétral a-Glu@p(HEMA)-1 ve a-Glu@p(AAm)-1
kriyojelleri ile esit miktardaki serbest enzim on giin boyunca 25 °C oda sicakliginda
saklanmistir. Daha sonra, a-Glu@p(HEMA)-1 ve a-Glu@p(AAm)-1 kriyojelleri ile esit
miktarda serbest enzim kullanilarak 10 giin boyunca her giin i¢in yeni bir a-Glu@p(HEMA)-
1 ile a-Glu@p(AAm)-1 kriyojelinin ve esit miktardaki serbest a-Glu enziminin %aktivitesi
hesaplanmis ve sirasiyla Sekil 36 (a) ve (b)'de verilmistir.
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Sekil 36. (a) a-Glu@p(HEMA)-1 ve (b) a-Glu@p(AAm)-1 kriyojel sistemlerinin saklama
siirelerinin incelenmesi ve serbest a-Glu enimi ile karsilastirilmasi [Calisma kosullari: 5 mL

pH 6,8 potasyum fosfat tamponu, 37 °C, 0,5 mL 10 mM substrat, 25 °C depolama sicaklig1].

Serbest a-Glu enzimi 5. giinden sonra aktivitesinin %90’dan fazlasin1 kaybederken,
a-Glu@p(HEMA)-1 kriyojel sistemleri 10. glinden sonra bile aktivitesinin yaklasik
%56,5+0,4’linli korumugstur. Diger tarafta, a-Glu@p(AAm)-1 kriyojellerinin aktivitesi de
oda sicakliginda 10 giinliik depolamadan sonra yaklasik %52,340,5 olarak hesaplanmistir.

Enzimlerin yiiksek aktivite degerlerini koruyabilmesi i¢in diisiik sicakliklar gibi
ekstrem kosullar gerekmektedir. Bu nedenle, anyonik a-Glu@p(AMPS)-1 ve katyonik a-
Glu@p(APTMACI)-1 kriyojel sistemlerinin saklama ¢aligmalar1 anyonik sistem i¢in pH 8,0
ve 37 °C, katyonik sistemler i¢in de pH 5,0 ve 37 °C olan optimum c¢alisma kosullarinda
gerceklestirilmistir. Bu amagla, serbest o-Glu ve esit miktarda enzim igeren a-

Glu@p(AMPS)-1 ve a-Glu @p(APTMACI)-1 kriyojelleri 25 °C oda sicakliginda 10 giin
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bekletilmis ve her giin enzimatik reaksiyonlarinda kullanilmistir. Ik giin kullanim
sonucunda elde edilen aktivite degerleri %100 olarak kabul edildikten sonraki her farkli
giinde yapilan enzimatik reaksiyonlarda elde edilen aktivitelerde meydana gelen degisimler
incelenmistir. Sekil 37 (a)’da a-Glu@p(AMPS)-1 kriyojellerinin saklama caligmalarinda
elde edilen sonuglar verilmis ve a-Glu@p(AMPS)-1 kriyojel sisteminin oda sicakliginda 5

giinliik saklama sonrasinda aktivitesinin %70’ten fazlasini korudugu gézlenmistir.
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Sekil 37. (a) a-Glu@p(AMPS)-1 ve (b) a-Glu@p(APTMACI)-1 kriyojelleri ile esit miktarda
serbest enzimin saklama siirelerinin karsilagtirllmasi [Caligma kosullari: 5 mL pH 8,0
potasyum fosfat tamponu (a-Glu@p(AMPS)-1), 5 mL pH 5,0 potasyum fosfat tamponu (o-
Glu@p(APTMACI)-1), 37 °C, 0,5 mL 10 mM substrat].

Her iki immobilize edilmis sistem icin belirlenen optimum c¢alisma kosullarinda
serbest enzimler 25 °C’de 4 gilin saklama sonrasinda aktivitelerinin neredeyse tamamini

kaybederken, Sekil 37 (b)’de, a-Glu@p(APTMACI)-1 kriyojel sisteminin 25 °C’de 4 giinliik
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saklama sonrasi aktivitesinin yaklasik %80’ini korudugu ve 10 giinliik saklama siiresinden

sonra aktivitesinin %55,1£3,9’a diistiigli gdzlenmistir.

a-Glu@p(Amfoter)-1 kriyojel sistemlerinin ve esit miktardaki serbest enzimin
saklama siiresi ¢caligmalari, 10 giin boyunca -20, +4 ve 25 °C olmak iizere {i¢ farkli sicaklikta
gerceklestirilerek, pH 6,8 potasyum fosfat tamponu i¢cinde ve 37 °C reaksiyon sicakliginda
gerceklestirilen enzimatik reaksiyonlar ile incelenmistir. Her giin i¢in a-Glu@p(Amfoter)-1
kriyojel sistemlerinin %aktivite degerlerinde meydana gelen degisimler incelenmis ve ayni
kosullarda saklanan ve enzimatik reaksiyonda kullanilan esit miktardaki serbest enzimin
aktivitesinde meydana gelen degisimler ile karsilagtirilmistir. Serbest ve p(Amfoter) kriyojel
icerisinde immobilize edilmis a-Glu enzimlerinin -20 °C’deki saklama c¢aligmalari ile ilgili
grafik Sekil 38 (a)’da verilmistir. Grafikte gorildigii gibi, a-Glu@p(Amfoter)-1
kriyojelleri, sirastyla 5. ve 10. giinlerde baslangic aktivitesinin %83,7+1,3 ve %51,8+2,3"linii
korurken, ayni araliklarda serbest enzimin aktivitesi sirasiyla %75,8+2,1 ve %42,7+1,9
olarak daha diisiik bulunmustur. Sekil 38 (b), 10 giin boyunca +4 °C sicaklikta saklanan a-
Glu@p(Amfoter)-1 kriyojel sistemlerinin ve esit miktardaki serbest enzimin aktivitelerinde
meydana gelen degisimleri gostermektedir. a-Glu@p(Amfoter)-1 kriyojel sistemlerinin,
serbest enzim ile karsilastirildiginda daha iyi saklama siirelerine sahip oldugu tespit
edilmistir. a-Glu@p(Amfoter)-1 kriyojel sistemlerinin saklama siirelerinin 5. ve 10.
giinlerinde sirasiyla %80,34+2,6 ve %50,1+1,6 aktivite gosterdigi, serbest enzimlerin aktivite
ylzdesinin ise +4 °C'de saklamanin 5. ve 10. giiniinden sonra aktivitesinin sirasiyla

%357,2+2,2 ve %32,9+1,2’ye diistligii tespit edilmistir.
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Sekil 38. a-Glu@p(Amfoter)-1 kriyojellerinin (a) -20 °C, (b) +4 °C ve (c) +25 °C saklama
sicakliklarinda  aktivitelerinde meydana gelen degisimslerin serbest enzim ile

karsilagtirilmasi [Calisma kosullari: 5 mL pH 6,8 potasyum fosfat tamponu, 37 °C, 0,5 mL
10 mM substrat].

Benzer sekilde, a-Glu@p(Amfoter)-1 kriyojel sistemlerinin ve esit miktardaki
serbest enzimin 25 °C'de 10 giin boyunca saklanmasi ile %aktivitelerinde meydana gelen

degisimler Sekil 38 (c¢)'de verilmistir. Goriildiigii gibi 25 °C'de saklamanin 4. giiniinde
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serbest a-Glu enziminin aktivitesi %50'nin altina diismiis ve 10. giinde aktivitesinin yaklagik
%901 kaybolmustur. Bu arada, a-Glu@p(Amfoter)-1 kriyojel sistemleri, saklamanin 5.
giliniinden sonra baslangi¢ aktivitesinin %78,1+£1,9'unu korumus ve 10. giinde %47,2+3,2

aktivite géstermistir.

Serbest a-Glu enzimi ve a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sisteminin -20, +4 ve 25 °C
gibi ¢esitli sicakliklarda saklandiktan sonra pH 6,8 potasyum fosfat tamponu iginde 25 °C ve
37 °C reaksiyon sicakliklarinda yapilan enzimatik reaksiyonlardaki %aktivite degerleri 10

giin boyunca test edilmis ve elde edilen sonuglar Sekil 38'de verilmistir.

a-Glu enzimi ve esit miktarda enzim i¢ceren a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sisteminin
kullanildig1 ilk giin reaksiyonlarinda hesaplanan aktivite degerleri %100 olarak kabul
edilmistir. Sekil 39 (a) ve (b)'de, -20 °C'de saklanan serbest a-Glu enzimi ve a-
Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sisteminin sirastyla 25 ve 37 °C’de yapilan reaksiyon igin
belirlenen %aktivite degerleri verilmistir. Sekil 39 (a)'dan gorildiigi gibi a-
Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sistemi -20 °C'de 10 giin saklandiktan sonra 25 °C reaksiyon
sicakliginda yapilan enzimatik reaksiyonlarda yaklasik %60 aktivite muhafaza ederken,
serbest a-Glu enzimleri i¢in neredeyse hi¢ aktivite gozlenmemistir. Diger taraftan, Sekil 39
(b)'de, hem serbest hem de a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sisteminin -20 °C'de 10 giin
saklandiktan sonra 37 °C reaksiyon sicakliginda aktivitelerinin yaklagik 9%50’sini

koruduklar gézlenmistir.
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Sekil 39. Serbest a-Glu enzimi ve a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sistemlerinin -20 °C’de
saklanan (a) 25 °C, (b) 37 °C sicaklikta reaksiyon, (c) +4 °C’de saklanan ve 25 °C’deki, (d)
37 °C sicaklikta reaksiyon, (e) +25 °C’de saklanan 25 °C'deki, (f) 37 °C sicaklikta reaksiyon
ile saklama siirelerinin karsilastirilmasi [Reaksiyon kosulu: 5 mL pH 6,8 potasyum fosfat

tamponu, 0,5 mL 10 mM substrat].

Hem serbest a-Glu enzimi hem de a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sistemleri igin
%aktivite +4 °C'de 10 giinliik saklama sirasinda, 25 ve 37 °C reaksiyon sicakliginda,
arastirilmig ve ilgili grafikler sirasiyla Sekil 39 (c) ve (d)’de verilmistir. Sekil 39 (¢)’de, 25
°C’de yapilan enzimatik reaksiyonlarda serbest a-Glu enziminin aktivitesi +4 °C’de
saklamanin 5. giiniinde %50’nin altina diiserken, 10. giinde aktivitesinin %90’nindan
fazlasin1 kaybetmistir, ancak a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sistemleri +4 °C’de 5 giin

saklama sonrasi aktivitesinin %87,2+2,1’ini ve 10. giinde de %60,24+3,6’s1n1 korumustur.
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Diger taraftan, Sekil 39 (d)’de, a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sistemleri +4 °C’de
saklanmasimnin 5. ve 10. gilinlerinden sonra 37 °C’de yapilan enzimatik reaksiyonlarda
aktivitesinin sirastyla %80,3+£1,4 ve %52,4+1,6’sin1 korurken, serbest enzimin aktivitesi

strastyla %56,3+1,7 ve %32,9+1,2 olarak gbzlenmistir.

a-Glu enzimi ve a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sisteminin 10 giin siireyle 25 °C’de
saklanan serbest enzim ile 25 ve 37 °C’deki enzimatik reaksiyonlarda kullanilmasi sonrasi
%aktivite degerlerinde meydana gelen degisimler hesaplanmis ve sirasiyla Sekil 39 (e) ve
(f)'de verilmistir. Sekil 39 (e)'de, 25 °C'de 10 giinliik saklama sonrasinda 25 °C reaksiyon
sicakliginda serbest a-Glu enzimi i¢in hemen hemen hi¢ aktivite gdozlenmemistir. Diger
taraftan, 25 °C'de 10 giin saklama sonrasi 25 °C reaksiyon sicakliginda a-Glu@p(NIPAM)-
1 kriyojel sisteminin aktivitesinin %50’sinin korundugu goriilmiistiir. Sekil 39 (f)’de ise 25
°C'de 10 giinliik sakalama sonras1 37 °C reaksiyon sicakliginda kullanilan hem serbest a-Glu
hem de a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sisteminin aktivite yiizdesinin %10'un altina diistiigii

gbzlemlenmistir.

Ozetle, a-Glu enziminin nétral p(HEMA), p(AAm), anyonik p(AMPS), katyonik
p(APTMACI), hem anyonik hemde katyonik fonksiyonel gruplar i¢eren p(Amfoter) ve
sicaklik duyarli p(NIPAM) kriyojelleri icerisinde sentez sirasinda hapsetme yontemi ile
immobilize edilmesi oda sicakliginda bile saklanabildigi gézlenmistir. Bunun da endiistriyel
biyoteknolojik  uygulamalar  i¢in  ekonomik  uygulanabilirlik  saglayabilecegi
diisiiniilmektedir. Iimmobilizasyon matriksleri olarak kriyojellerin kullanilmas1yla, serbest o-
Glu enziminin saklama kosullari, sifirin altindaki sicakliktan oda sicaklifina kolayca

kaydirilabilir oldugu sonucuna varilmstir.

Ureaz@PEI-3 kriyojel sistemlerinin saklama ¢aligmalar1 30 giin boyunca -20 ve +25
°C’de saklanan serbest Ureaz ve Ureaz@PEI-3 kriyojellerinin saklama siiresince belirli
giinler pH 7,0 sodyum fosfat tampon ¢dzeltisinde ve 25 °C’de gergeklestirilen enzimatik
reaksiyonda kullanilarak %aktivitesinde meydana gelen degisimler incelenmistir. Buna
gore, serbest ve PEI kriyojelleri igerisine immobilize edilmis ilireaz enzimlerinin -20 °C’de

saklama siiresince yapilan ¢aligmalara ait grafik Sekil 40 (a)’da verilmistir. Serbest enzimin
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-20 °C’deki saklama caligmalarindan sonra 10, 20 ve 30. giinlerdeki aktiviteleri sirasiyla
%72,1£2,8, %34,6+5,1 ve %10,3+1,3 olarak hesaplanirken, Ureaz@PEI-3 kriyojel
sistemlerinin -20 °C’deki saklama ¢aligmalarindan sonra 10, 20 ve 30. giinlerdeki aktivitesi
sirasiyla %87,4+3,6, %63,1+4,7 ve %27,7+4,7 olarak elde edilmis ve serbest enzime gore

saklama sonucunda aktivitesini daha iyi korudugu goriilmiistiir.
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Sekil 40. Ureaz@PEI-3 kriyojel sistemlerinin (a) -20 °C ve (b) +25 °C sicakliklardaki
saklama siirelerinin incelenmesi ve serbest Ureaz enzimi ile karsilastirilmasi [Calisma

kosullari: 5 mL pH 7,0 sodyum fosfat tamponu, 25 °C, 1 mL 100 mM substrat, 1 mL 4
mg/mL 4-NP].

Sekil 40 (b)’de verilen +25 °C’de yapilan saklama g¢aligmalar1 sirasinda farkl

giinlerde kullanilan serbest Ureaz ve Ureaz@PEI-3 kriyojellerinin aktivitesinde meydana
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gelen degisimlerin incelendigi ve karsilastirildig1 grafikten de anlagilacag gibi Ureaz@PEI-
3 kriyojellerinin saklama siirelerinde aktivitelerini korumalar1 serbest enzime goére daha
fazladir. Serbest enzim +25 °C’de saklama sonrast 10. giiniinde aktivitesinin %90’nindan
fazlasim kaybederken, bu durum Ureaz@PEI-3 kriyojel sistemlerinde 20. giinden sonra

goriilmiistiir.

4.7. Serbest enzim ve enzim@kriyojel sistemlerinin kinetik parametrelerinin

karsilastirilmasi

Serbest a-Glu enzimi ve esit miktarda a-Glu enzimi igeren a-Glu@kriyojel sistemleri
icin 6nemli kinetik parametreler olan Michaelis-Menten sabiti (K») ve maksimum reaksiyon
hiz1 (Vimax) degerleri kullanilan immobilize sistemi i¢in belirlenen optimum kosullar altinda
gerceklestirilmistir. Buna gore hazirlanmis olan 0,23-3,64 mM substrat c¢ozeltileri
kullanilarak Lineweaver—Burk denklemlerinin lineer ve non-lineer formlari ile hesaplanarak
karsilastirilmis ve Tablo 4’te 6zetlenmistir. Km degerleri, enzimin substrata afinitesinin
oOl¢iisiidiir ve daha yiiksek K degerleri, enzimin substrata afinitesinin daha diisiik oldugunu

gosterir (Gopinath ve Sugunan, 2007).

Serbest a-Glu enzimi i¢in Km ve Vmar degerleri lineer Lineweaver-Burk
denkleminden sirastyla 1,04+£0,02 mM ve 0,004+0,0002 mM/dk olarak, non-lineer
Lineweaver-Burk denkleminden ise sirasiyla 1,36+0,05 mM ve 0,004+0,0005 mM/dk olarak
hesaplanmistir. Bunun yaninda a-Glu@p(HEMA)-1 kriyojel sistemi i¢in Km ve Vmax
degerleri lineer Lineweaver-Burk denkleminden sirasiyla 3,224+0,06 mM ve 0,005+0,0002
mM/dk olarak saptanmis ve a-Glu enziminin p(HEMA) kriyojelleri igerisinde
immobilizasyonu ile K degerinin yaklasik 3 kat arttig1 ve Vimax degerinin neredeyse ayni

kaldig1 goriilmiistiir.
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Tablo 4

Enzim@kriyojel sistemleri i¢in hesaplanan kinetik parameterelerin karsilastiriimasi

Lineer Non-Lineer
Kriyojel Km Vmux Km Vmux
(mM) | (mM/min) (mM) (mM/min)
1,04 0,004 1,36 0,004
Serbest a-Glu + + + +
0,02 0,0003 0,05 0,0005
3.22 0,005
a-Glu@p(HEMA)-1 + + - -
0,06 0,0002
1,40 0,007
o-Glu@p(AAm)-1 - - + +
0,02 0,0002
1,55 0,006
o-Glu@p(AMPS)-1 - - + +
0,03 0,0003
1,81 0,005
o-Glu@wp(APTMACI)-1 - - + +
0,04 0,0002
1,37 0,002 1,36 0,002
a-Glu@p(Amfoter)-1 + + + +
0,04 0,0002 0,04 0,0003
1,07 0,002 1,10 0,002
o-Glu@p(NIPAM)-1 + + + +
0,02 0,0002 0,01 0,0001
) 365,1 135,1 2242 78,0
Serbest Ureaz + + + +
429 9,8 17,7 6,1
731,9 84,7 2729 70,4
Ureaz@PEI ureaz-3 - + + +
58,6 11,2 15,4 8,5

Lineer Lineweaver-Burk denklemi yiiksek substrat konsantrasyonlarindaki veri
noktalarini kiiclik bir bolgeye sikistirmasi ve daha diisiik substrat konsantrasyonlarindaki

verileri vurgulamasi gibi dezavantajlart ile Kw ve Vmax degerlerinin dogru olarak
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hesaplanmamasina yol agmasi nedeniyle (Cho ve Lim, 2018; Marasovi¢ vd., 2017), a-Glu
enzimleri immobilize edilmis p(AAm), p(AMPS) ve p(APTMACI) kriyojel sistemlerinin K
ve Vmax degerleri non-lineer Lineweaver-Burk denklemi kullanilarak Excel-Solve programi
ile hesaplanmistir. o-Glu@p(AAm)-1, o-Glu@p(AMPS)-1 ve a-Glu@p(APTMACI)-1
kriyojel sistemlerinin kinetik caligmalar ilgili sistemler i¢in belirlenen optimum c¢alisma
kosullarinda gerceklestirilmistir. Esit miktarda enzim igeren o-Glu@p(AAm)-1, a-
Glu@p(AMPS)-1 ve a-Glu@p(APTMACI)-1 kriyojel sistemleri i¢in K» degerlerinin
sirasiyla 1,40+0,02, 1,55+0,03 ve 1,81+0,04 mM olarak hesaplandigi ve bu degerlerin
serbest a-Glu enzimi i¢in hesaplanan Kn degerine (1,36+0,05 mM) ¢ok yakin olmasina
ragmen yine daha yiliksek ¢iktig1 aciktir. Bunun yani sira, o-Glu@p(AAm)-1, o-
Glu@p(AMPS)-1 ve a-Glu@p(APTMACI)-1 kriyojel sistemleri i¢in hesaplanan Vinax
degerleri de swrasiyla 0,007+0,0002, 0,006+£0,0003 ve 0,005+0,0002 mM/dk olarak

bulunmustur.

a-Glu@p(Amfoter)-1 kriyojel sistemleri i¢in K ve Vimax degerleri, a-Glu enziminin
optimum ¢alisma kosullarinda 0,23-3,64 mM substrat ¢ozeltileri kullanilarak lineer ve non-
lineer Lineweaver-Burk denklemlerinden hesaplanmis ve sonuglar Tablo 4'te 6zetlenmistir.
a-Glu@p(Amfoter)-1 kriyojel sistemlerinin Km ve Vmax degerleri lineer Lineweaver-Burk
denkleminden sirastyla 1,37£0,04 mM ve 0,002+0,0002 mM/dk olarak bulunmustur. a-
Glu@p(Amfoter)-1 kriyojel sistemi i¢in gozlenen daha yiiksek K» degerleri, a-Glu
enziminin substrat molekiilleri i¢in afinitesinin, p(Amfoter) kriyojeller i¢inde
immobilizasyonu ile azaldigini gostermistir (Gopinath ve Sugunan, 2007). Bununla birlikte,
a-Glu@p(Amfoter)-1 kriyojel sistemleri i¢in non-lineer Lineweaver-Burk denkleminden
hesaplanan Km ve Vmax degerleri sirastyla 1,36+0,04 mM ve 0,002+0,0003 mM/dk olarak
hesaplanmistir. Ayrica, Sekil 41 (a)’da gosterildigi gibi, a-Glu@p(Amfoter)-1 kriyojeller
icin deneysel olarak elde edilen degerlerin lineer ve non-lineer denklemlerden edilen
sonuclar ile karsilastirilmasi sonucunda non-lineer Lineweaver-Burk denkleminden
hesaplanan, K ve Vmax degerleri lineer denkleme gore, yukarida belirtilen dezavantajlar
nedeniyle beklendigi gibi, deneysel sonuglarla daha iyi uyum saglamistir (Cho ve Lim, 2018;
Marasovi¢ vd., 2017).
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Sekil 41. (a) a-Glu@p(Amfoter) ve (b) a-Glu@p(NIPAM) kriyojel sistemleri i¢in deneysel
olarak elde edilen [S] kars1 V' grafiginin teorik olarak lineer ve non-lineer Lineweaver-Burk

denklemlerinden hesaplanan Kn ve Vmax degerlerinin teorik verilerle karsilastirilmasi.

a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sistemleri i¢in de Km ve Vmax degerleri, belirlenen
optimum c¢alisma kosullarinda yapilan reaksiyonlar ile Lineweaver-Burk denklemlerinin
lineer ve non-lineer formlarindan hesaplanmistir. a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sistemi igin
lineer ve non-lineer Lineweaver-Burk denklemlerinden K degerleri sirastyla 1,07+0,02 ve
1,10+0,01 mM olarak hesaplanmistir. Lineer denklemden a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel
sistemi i¢in hesaplan K degeri, serbest a-Glu enzimi i¢in lineer denklemden hesaplanan Km
degerine ¢ok yakin gozlenmistir. Buna ragmen non-lineer denklemden a-Glu@p(NIPAM)-
1 kriyojel sistemi i¢in hesaplan K» degeri, serbest a-Glu enzimi i¢in hesaplanan Km
degerinden kiiciik olarak gozlenmistir. Bununla beraber, Lineweaver-Burk denklemlerinin
lineer ve non-lineer formlarindan a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sistemi i¢in hesaplanan Vinax

degerleri 0,002 mM/dk olarak ayn1 gézlenmistir.
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Lineweaver-Burk denklemlerinin lineer ve non-lineer formlarindan elde edilen K ve
Vmax degerleri ile ¢izdirilen grafiklerin, deneysel olarak elde edilen sonuglar ile Sekil 41
(b)’de karsilastirilmasi sonucunda non-lineer Lineweaver-Burk denkleminden elde edilen

K ve Vimax degerlerinin deneysel sonuglarla daha iyi uyum gosterdigi agikca goriilmiistiir.

Ozetle, a-Glu enzimi immobilize edilmis sistemlerin kinetik caligmalarindan
istisnalar hari¢ a-Glu enziminin kriyojeller igerisine hapsetme metodu ile sentez sirasinda
immobilizasyonu enzimlerin substrat afinitesini diislirdligii, serbest enzime gore daha
yiiksek olarak gézlenen K degerleri ile anlagilmistir. Bu, kriyojel igindeki serbest ortalama
yol nedeniyle substratin immobilize sistemlerde a-Glu enziminin aktif bolgesine ulagmasi,
serbest a-Glu enzimine gore daha zor olmasindan kaynaklanmaktadir (Sahoo vd., 2013; Sun

vd., 2012; Zhang vd., 2016).

4.8. a-Glu@kriyojel sistemlerinin deaktivasyon ¢calismalar:

Karbonhidratlarin parcalanmasinda hayati bir role sahip olan o-Glu enzimini
deaktive ederek, hiperglisemi ve tip II diyabetin en biiyiik sorunu olarak goriilen kan sekeri
seviyesindeki artig, baz1 karbonhidratl diyetler ile cok kolay bir sekilde azaltilabilmektedir
(Hossain vd., 2020; Jiao vd., 2018). a-Glu enziminin deaktivasyonun, hiperglisemi ve tip II
diyabetin kontrollii tedavisi i¢in olduk¢a dnemli oldugu rapor edilmistir (Kwon vd., 2006;
Nair vd., 2013; Yang vd., 2019). Bununla beraber, endiistriyel uygulamalar i¢in kullanilan
bir katalizor sisteminin kontrol edilebilir deaktivasyonu, istenen/kontrol edilebilir katalitik
performans elde edilmesinde olduk¢a oOnemlidir (Sheldon vd Woodley, 2018).
Flavonoidlerin a-Glu enzimlerini deaktive etmede kullanildigi gosterilmistir (Sahiner vd.,
2018). Bu nedenle, serbest ve kriyojeller igerisinde immobilize edilen a-Glu enziminin
deaktivasyon davraniglarinin belirlenmesi i¢in kimyasal yapist Sekil 42 (a)’da verilen
Rosmarinik  asit (RA) molekiiliniin  0,1125-1,8 mg/mL  arasindaki ¢esitli
konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri ilgili a-Glu@kriyojel sistemi igin belirlenen tampon
cozeltilerinde hazirlanmis ve enzimatik reaksiyon ortamina 1’er mL eklenerek sistemlerin

deaktivasyon davraniglar1 incelenmistir.
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Sekil 42. (a) Rosmarinik asit molekiiliiniin kimyasal yapist ve (b) serbest a-Glu enzimi ile
a-Glu@kriyojel sistemlerinin deaktivasyonu ile ilgili ¢caligmalar [Caligma kosullari: 4 mL

tampon ¢ozelti, 37 °C, 0,5 mL 10 mM substrat, | mL RA ¢ozeltisi].

Serbest a-Glu enzimi ve esit miktarda enzim iceren a-Glu@p(HEMA)-1, a-
Glu@p(AAm)-1, a-Glu@p(AMPS)-1, a-Glu@p(APTMACI)-1, a-Glu@p(Amfoter)-1 ve a-
Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sistemlerinin deaktivitelerinin karsilagtirildig: grafik Sekil 42
(b)’de verilmigtir. Serbest a-Glu enziminin deaktivasyonu incelendiginde 0,45 mg/mL
konsantrasyonunda RA varliginda %52,443,2 deaktiviteye ugradigi gézlenirken, 1,8 mg/mL
konsantrasyondaki RA c¢ozeltisi serbest enziminin aktivitesini %100 deaktive etmistir.
Noétral a-Glu@p(HEMA)-1 ve a-Glu@p(AAm)-1 kriyojel sistemlerinin de serbest a-Glu

enziminin deaktivasyonuna benzer bir davranig gosterdigi gorilmiistiir. Buna gore a-
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Glu@p(HEMA)-1 ve a-Glu@p(AAm)-1 kriyojel sistemleri 0,45 mg/mL RA
konsantrasyonunda aktivitelerinin sirasiyla %48,2+2,7 ve %64,5+£2,9’unu kaybederken, 1,8
mg/mL RA konsantrasyonunda serbest enzim gibi %100 deaktive olmustur. Anyonik o-
Glu@p(AMPS)-1 kriyojel sistemleri sirasiyla 0,45 ve 1,8 mg/mL RA konsantrasyonunda
yaklasik %50 ve %90 deaktive olurken, katyonik o-Glu@p(APTMACI)-1 kriyojel
sistemlerinin ayni konsantrasyonlardaki RA c¢ozeltisi varliginda sirasiyla %82,6+1,3 ve
%100 deaktive oldugu gozlenmistir. a-Glu@p(Amfoter)-1 kriyojel sistemlerinin de aynt RA
konsantrasyonlarinda sirasiyla %56,142.4 ve %94,3,+0,2 aktivite kaybi1 yasadigi
gozlenirken, bu degerler a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sistemleri i¢in sirastyla %84,2+5,1

ve %100 olarak olgilmiistiir.

Deaktivite calismalarinin sonucunda serbest ve immobilize a-Glu enzimlerinin
benzer davranislar sergiledigi gériilmiistiir. Bununa beraber, katyonik p(APTMACI), negatif
yiikli RA molekiillerini kolayca absorbe/adsorbe edebilecegi i¢in icerisinde immobilize

edilmis enzim daha diisiik RA konsantrasyonlarinda bile daha fazla deaktive olmustur.
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BESINCi BOLUM BOLUM
SONUC VE ONERILER

Notral p(HEMA), p(AAm), anyonik p(AMPS), katyonik p(APTMACI), hem
anyonik hemde katyonik fonksiyonel gruplar i¢ceren p(Amfoter), sicaklik duyarli p(NIPAM)
ve dallanmis PEI gibi sentetik monomer ve/ya polimer zincirlerinden ve dogal CMC ve
Dekstran polimerlerinden hazirlanan siiper makro gozenekli kriyojel yapilarina sentez
sirasinda hapsetme teknigi kullanilarak a-Glu ve Ureaz enzimleri basariyla immobilize
edilmistir. Daha sonra bu enzim@kriyojel sistemleri %sisme, %gozeneklilik, %gozenek
hacmi ve %jel verimi ve SEM, FT-IR ve TGA yontemleri kullanilarak karakterize edilmistir.
Enzim@kriyojel sistemlerinden enzim sizintisi, immobilizasyon verimi ve immobilizasyon
etkinligi parametreleri hesaplandiktan sonra, immobilize edilen enzim miktari, inkiibasyon
siiresi, sicaklik ve pH gibi 6nemli parameterelerin enzim@Xkriyojel sistemlerinin enzimatik
aktivitesi tlizerindeki etkileri incelenmis ve esit miktardaki serbest enzimin aktivitesi ile
karsilagtirilmistir. Bunlarla beraber, enzim@kriyojel sistemlerinin tekrar kullanilabilirlikleri
ve saklama siireleri esit miktardaki serbest enzim ile %aktivite degeri lizerinden

karsilastirilmis ve asagidaki sonuglar elde edilmistir;

. Kriyojellerin sentez kosullarinin (kriyojenik sartlar, ¢oziiciiniin donma
noktasinin altinda sicakliklar, -20 °C), enzimlerin saklanma kosullarina benzer olmasi
sayesinde enzim immobilizasyonu hapsetme teknigi kullanilarak sentez sirasinda kolayca

gergeklestirilmistir.

o Enzim immobilizasyonu i¢in sentez sirasinda hapsetme teknigi kullanilmasi

ile immobilize edilecek enzim miktarinin kolayca kontrol edilebilecegi gosterilmistir.

o Enzim icermeyen kriyojeller igine enzim immobilizasyonu sonrasinda
%sisme, %go6zeneklilik, %gozenek hacmi ve %jel verimi degerlerinde 6nemli degisiklikler
olmamustir ve kriyojellerin siiper makro gozenekli yapilarinin enzim immobilizasyonu ile

kapanmadig1 ve/veya bozulmadig1 anlagilmistir.

o Enzim icermeyen ve enzim immobilize edilmis kriyojel yapilarimin SEM
goriintiileri ile 1-100 um arasinda degisen birbiri ile baglantili siiper makro gézenekli yapida

olduklar1 gézlemlenmis ve enzimin varligi ile gézeneklerin kapandig1 sonucuna varilmistir.
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o Hapsetme  teknigi ile enzim immobilizasyonunun en  biiyiik
dezavantajlarindan biri olan enzim sizintis1 i¢in yapilan deneyler immobilizasyon igin
kullanilan enzim miktar1 arttik¢a enzim sizintisininda arttig1 gostermistir. Bunun nedeni,
immobilizasyon icin kullanilan enzim miktarmin artmasiyla yiizeye tutunan enzim

miktarininda artmasi ve yikama sirasinda sistem uzaklasmasidir.

o Hazirlanan enzim@kriyojel sistemleri icin, imobilizasyon verimlerinin

immobilizasyon i¢in kullanilan enzim miktar1 arttik¢a azaldig1 gézlenmistir.

o En yiiksek immobilizasyon verimleri, immobilizasyon i¢in kullanilan en
diisiik enzim miktarlar1 igin elde edilmistir. %Immobilizasyon verimleri a-Glu@kriyojel
sistemlerinde p(HEMA), p(AAm), p(AMPS) ve p(APTMACI) kriyojelleri i¢in %90’1n
iizerinde gozlenirken, p(Amfoter) ve p(NIPAM) kriyojelleri igin %80’in iizerinde
gozlenmistir. Ureaz enzimi immobilize edilen PEI, CMC ve Dekstran kriyojelleri igin

immobilizasyon verimleri %90’ 1n iizerinde bulunmustur.

o a-Glu@kriyojel sistemlerinde en yiiksek aktivite degeri, en az enzim igeren
sistemler i¢in gbzlenmistir ve enzim miktar arttikga aktivite degerinin diismesi enzimlerin
kriyojellerin gbézenek ve gozenek duvarlar icerisine gdmiilmesi ve artan derisimle iistiiste

gelerek birbirlerinin aktif bolgelerini etkilemeleri olarak agiklanmustir.

o a-Glu@p(HEMA)-1, o-Glu@p(AAm)-1, o-Glu@p(Amfoter)-1 ve a-
Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sistemleri pH 6,8 sodyum fosfat tamponu ve 37 °C’de
gerceklestirilen reaksiyonlarda aktivitelerini serbest a-Glu enzimine gore sirastyla %9242,

%81+£3, %91£2 ve %66=+3’1inli korudukar: belirlenmistir.

o a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sistemlerinin 37 °C’de gerceklestirilen
reaksiyonlarda %66+3 gibi diisiik aktivite gdstermesi, p(NIPAM) kriyojelinin yapis1 geregi
LCST (32 °C) degerinin istiindeki sicakliklarda hidrofobik 6zellik gosterek sismesinden
kaynaklandigr sonucuna varilmigtir. Destek materyalin hidrofobik o6zellik gostererek
gozenek boyutlarinin kiigiilmesi ile substratin kriyojel igerisine difiizyonu zorlagsmis ve
ayrica az sisen kriyojel igersinde enzimler birbirlerine yaklasarak birbirlerinin aktif

bolgelerini olumsuz yonde etkiledigi sonucuna varilmistir.

o a-Glu@p(NIPAM)-1 kriyojel sistemlerinin aktivitesi, pH 6,8 sodyum fosfat
tamponu ve 25 ve 30 °C’de gergeklestirilen reaksiyonlarda sirasiyla %98+0,2 ve %9342

olarak gozlenmistir.
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o a-Glu@p(AMPS)-1 ve a-Glu@p(APTMACI)-1 kriyojellerinde ise en yiisek
aktivite degerleri pH degisikliklerine karsi direng gosterdikleri i¢in ve maksimum %sisme
gosterdikleri pH’a bagli olarak, anyonik a-Glu@p(AMPS)-1 kriyojel sistemleri i¢in
optimum calisma kosullar1 pH 8,0 potasyum fosfat tamponu ve 37 °C olarak gozlenirken,
katyonik a-Glu@p(APTMACI)-1 kriyojel sistemleri i¢in optimum ¢alisma kosullar1 pH 5,0

potasyum fosfat tamponu ve 37 °C olarak gozlenmistir.

o Buna bagli olarak AMPS ve APTMACI monomerlerinden hazirlanan
p(Amfoter) kriyojelleri i¢ine a-Glu enzimi immobilizasyonu, 37 °C reaksiyon sicaklifinda
%70’ten yliksek aktiveyle pH 5,0-8,0 araliginda ¢alisma olanagi saglayarak kati bir tampon

gorevi gordiigii sonucuna varilmistir.

o Ureaz@PEI kriyojel sistemlerinde en yiiksek immobilizasyon etkinligi en gok
enzim igeren sistemler ile elde edilmistir. Serbest Ureaz enzimi ve Ureaz@PEI kriyojel
sistemleri i¢in pH 7,0 sodyum fosfat tamponu ve 25 °C’de yapilan enzimatik reaksiyonlar
sonucunda Serbest Ureaz enzimi i¢in 277,3£22,9 Unit/mg enzim aktivite hesaplanirken,
aktivite degeri Ureaz@PEI kriyojel sistemleri i¢in 255,2+18,9 Unit/mg enzim olarak

gbzlenmis ve aktivitesinin %90’1indan fazlasini1 korudugu sonucu ¢ikarilmistir.

. Ureaz@CMC ve Ureaz@Dekstran kriyojel sistemlerinde immobilizasyon
veriminin %90’ lizerinde ¢ikmasina ragmen, sistemlerin aktivitesi pH 7,0 sodyum fosfat
tampon ve 25 °C’de yapilan reaksiyonlarda serbest enzime gore aktivitelerinin %50’sinden
fazlasim1 koruyamamistir. Bunun nedeni, kriyojel onciil ¢ozeltilerinin ¢apraz baglanma
reaksiyonunun gerceklestirilebilmesi i¢in 0,2 M NaOH ¢dzeltisi icinde yapilmasi ve bu bazik

¢ozeltinin enzimin konformasyonel yapisint bozmasi olabilecegi sonucuna varilmistir.

o Yapilan tekrar kullanim ve saklama siiresi ¢aligmalarinda, hazirlanan biitiin

enzim(@kriyojel sistemlerinin serbest enzimlere gore dayanikliliklarinin arttig1 gézlenmistir.

J Hesaplanan K ve Vimax degerlerinden, enzim@kriyojel sistemlerinin substrata
olan afinitesinin azaldig1 ve bunun sebebininde substratin kriyojel igerisindeki hapsedilmis
enzimler ile bulusmasinin geciktirilmesi (difiizyon) nedeni ile olabilecegi sonucuna

varilmistir.

o a-Glu enziminin RA varligindaki deaktivite caligmalarinda ise enzimlerin
kriyojeller icerisine immobilizasyonunun, serbest enzimin ve immobilize enzimin deaktivite

davranigina etki etmedigi sonucuna varilmistir.
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Bu tez calismasi kapsaminda yapilan ¢alismalar nétral p(HEMA), p(AAm), anyonik
p(AMPS), katyonik p(APTMACI), p(Amfoter), sicaklik duyarli p(NIPAM) ve PEI
kriyojellerinin hapsetme teknigi ile enzim immobilizasyonu i¢in kullanilabilirligi, ve
hazirlanan sistemlerin serbest enzimlere gore genis sicaklik ve pH araliklarinda yiiksek
aktivite ile ¢alisilabilme potansiyelleri gosterilmistir. Bunlarla birlikte, kriyojeller igerisinde
enzim immobilizasyonu ile hazirlanan sistemlerin tekrar kullanim ve saklama kolaylig
saglayarak endiistriyel uygulamalar i¢in onemli ekonomik kazanimlar saglayabilecegi
sonucuna varilmistir. Bu tez ¢alismasi1 kapsaminda elde edilen sonuglar 1s181nda 6neriler

asagida verilmistir;

. Sentetik polimerlerden nétral, aynonik, katyonik, amfoter ve/veya sicaklik
duyarli kriyojeller igerisine Ureaz enzimi immobilizasyonu ve bununla ilgili aktivite

caligmalarinin serbest enzim ile karsilastirilmast,

o Sentetik polimerlerde hazirlanacak nétral, aynonik, katyonik, amfoter
ve/veya sicaklik duyarl kriyojeller igerisine daha bagka enzimlerin de immobilizasyonu ve

bununla ilgili aktivite calismalarinin ilgili serbest enzimler ile karsilastirilmasi,

o PEI ve dogal polimerlerden hazirlanan kriyojeller (CMC ve Dekstran)
icerisinde a-Glu enziminin immobilizasyonu ve bununla ilgili aktivite calismalarinin serbest

enzim ile karsilagtirilmasi,

o PEI ve dogal polimerlerden hazirlanan kriyojeller (CMC ve Dekstran) ile
ilgili Ureaz enzim immobilizasyonu ¢alismalarinin optimizasyonu ve enzimatik reaksiyon

sonuglarinin farkli aktivite tayin metotlari ile tespit edilmesi,

o Bagka dogal polimerlerden hazirlanacak kriyojeller ierisine a-Glu, Ureaz ve
daha farkli enzimlerin de immobilizasyonu ve bununla ilgili aktivite ¢alismalarinin ilgili

serbest enzimler ile karsilastirilmast,

o Sentetik ve dogal polimerlerlerden hazirlanacak kompozit yapidaki kriyojel
yapilarinin igerisine degisik enzimlerin immobilizasyonu ve aktivite c¢alismalar

Onerilmektedir.
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